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1.1 Oogenese von Drosophila melanogaster 
Die paarigen Ovarien von Drosophila melanogaster bestehen aus jeweils 15-16 Ovariolen 
(Lin and Spradling (1993). Die Entwicklung der einzelnen Eikammern beginnt im Germarium, 
welches die Stammzellen der Keimbahn sowie der Follikelzellen enthält (Abbildung 1. 1). 
 
Abbildung 1. 1: Schematische Darstellung einer Ovariole von Drosophila melanogaster 
Die Oogenese beginnt im Germarium und durchläuft 14 Stadien bis ein reifes Ei entsteht (modifiziert 
nach (Spradling, Fuller et al. 2011)). 
Durch die asymmetrische Teilung einer Keimbahn-Stammzelle werden eine neue 
Stammzelle sowie eine Zystoblaste gebildet (Lin and Spradling 1993). Nach vier 
unvollständigen mitotischen Teilungen der Zystoblaste bleiben die resultierenden 16 Zellen 
durch Zytoplasmabrücken miteinander verbunden (Margolis and Spradling 1995; Robinson 
and Cooley 1996). Während sich eine dieser Zellen zur Oozyte entwickelt, werden die 
verbleibenden 15 Zellen zu polyploiden Nährzellen, die große Mengen an RNAs und 
Proteinen produzieren und die diploide Oozyte über Zytoplasmabrücken hiermit versorgen 
(Bastock and St Johnston 2008). Die Nährzellen und Oozyte werden im Laufe der 
Oogenese, die in 14 Entwicklungsstadien unterteilt wird, von maternalen Follikelzellen 
umgeben. Diese sind neben der Synthese der Eihülle, bestehend aus Vitellinmembran und 
Chorion (Pascucci, Perrino et al. 1996), maßgeblich an der Etablierung der Körperachsen 
beteiligt (Poulton and Deng 2007).  
 
1.2 Festlegung der Körperachsen während der Oogenese 
Die zwei Hauptkörperachsen werden im Laufe der Oogenese durch die Interaktion der 
Oozyte mit den sie umgebenden Follikelzellen festgelegt. Der Oozytenkern sowie die mit 
diesem assoziierte grk mRNA sind am posterioren Kortex der Oozyte lokalisiert. Nach 
Translation der grk mRNA wird das Gurken-Protein, ein TGFα-Homolog (Transforming 
Growth Factor α) (Neuman-Silberberg and Schupbach 1993), über die Membran sezerniert 




-Rezeptor Torpedo (Gonzalez-Reyes, Elliott et al. 1995). Die Aktivierung des EGFR-
Signalwegs in den anliegenden terminalen Follikelzellen führt dazu, dass diese als posteriore 
Follikelzellen determiniert werden. Die Zellen senden daraufhin ein noch unbekanntes Signal 
zur Oozyte zurück, welches die Reorganisation des Mikrotubulinetzwerks (MT-Netzwerk) 
bewirkt (Roth 2003; Januschke, Gervais et al. 2006). Das repolarisierte MT-Netzwerk 
ermöglicht nun die Lokalisierung der bicoid mRNA am anterioren und der oskar mRNA am 
posterioren Pol der Oozyte und hierdurch die Etablierung der anteriorposterioren Achse 
(Cha, Koppetsch et al. 2001; Kugler and Lasko 2009; Roth and Lynch 2009).  
Daraufhin wird der Oozytenkern durch polarisierte Mikrotubuli an seine finale Position am 
anterioren Kortex geschoben und nicht wie lange Zeit angenommen mit Hilfe von Dynein an 
diesen Mikrotubuli entlang gezogen (Thio, Ray et al. 2000; Zhao, Graham et al. 2012). Die 
um den nun anterior-dorsal liegenden Nukleus lokalisierte grk mRNA wird hier erneut 
translatiert und aktiviert durch die Bindung an den Rezeptor Torpedo (Price, Clifford et al. 
1989) den EGFR-Signalweg in angrenzenden Follikelzellen, welche dadurch als dorsale 
Follikelzellen spezifiziert werden (Gonzalez-Reyes, Elliott et al. 1995; Queenan, Ghabrial et 
al. 1997). Alle verbleibenden Zellen, die kein EGF-Signal empfangen, nehmen eine ventrale 
Identität an und exprimieren pipe, welches für die Übertragung der dorsoventralen Polarität 
der Eikammer auf den Embryo verantwortlich ist (Sen, Goltz et al. 1998; Peri, Technau et al. 
2002).  
 
Abbildung 1. 2: Schematische Darstellung einer Eikammer von Drosophila im Stadium 
10A und eines Querschnitts durch eine Eikammer im Stadium 9 mit den darin lokalisierten 
Signalen, welche die zwei Hauptkörperachsen festlegen (A) Die mRNAs von bicoid (blau) und 
oskar (rot) sind anterior respektive posterior in der Eikammer lokalisiert und etablieren die 
anteriorposteriore Achse, während die um den Oozytenkern lokalisierte gurken mRNA (grün) die 
dorsale Seite spezifizert. pipe (dunkelgrün) wird in ventralen Follikelzellen exprimiert (St Johnston 
2001). (B) Gurken (rote Punkte) wird dorsal im Bereich des Oozytennukleus (OON) sezerniert und 
aktiviert den EGFR-Signalweg (rot-Gradient) in den darüber liegenden Follikelzellen, pipe wird in 





1.3  Der EGFR-Signalweg in Drosophila melanogaster 
Der hoch konservierte EGFR- (Epidermal Growth Factor Receptor) Signalweg ist an der  
Kontrolle fundamentaler Prozesse wie dem Zellzyklus, Zellwanderung, -proliferation und -dif-
ferenzierung oder auch dem Zellstoffwechsel beteiligt (Schlessinger 2000). Während der 
Oogenese übernimmt er eine zentrale Rolle bei der Festlegung beider Hauptkörperachsen.  
Der in den Follikelzellen exprimierte EGF-Rezeptor gehört zur Familie der Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen (RTKs) (Freeman 1998; Schlessinger 2000) und ist wie die meisten Mitglieder 
dieser Protein-Familie als inaktives Monomer in der Plasmamembran lokalisiert. Die Bindung 
eines Liganden induziert eine Konformationsänderung und in Folge dessen eine 
Dimerisierung der Rezeptor-Monomere, was die Auto- und Transphosphorylierung der 
zytoplasmatischen Domänen ermöglicht (Schlessinger, Ullrich et al. 1988; Yarden and Ullrich 
1988; Lemmon and Schlessinger 1994). Während die Bindung des Liganden an seinen 
Rezeptor sehr spezifisch ist, ist der intrazellulär ablaufende Signaltransduktionsweg der 
meisten RTKs identisch (Lemmon and Schlessinger 1994; Bar-Sagi and Hall 2000). Phos-
phorylierte Tyrosin-Reste der RTKs fungieren als Bindestellen für  SH2- (Src Homology 2) 
oder PTB- (Phosphotyrosine Binding) Domänen verschiedener Signal- und Adaptorproteine 
(Hunter 1998; Hunter 1998; Schlessinger 2000). In Drosophila bindet das Adaptorprotein 
DRK (Downstream of Receptor Kinase) Phosphotyrosine der RTK und rekrutiert dann den 
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor SOS (Son of Sevenless). Die Bindung des DRK-SOS 
Komplexes an den phosphorylierten EGF-Rezeptor bewirkt die Aktivierung von SOS (Zarich, 
Oliva et al. 2006). Dieses katalysiert nun den Austausch von GDP (Guanosindiphosphat) 
gegen GTP (Guanosintriphosphat) des G-Proteins Ras, welches nun das Effektorprotein Raf 
aktiviert und dessen Lokalisierung an der Plasmamembran bewirkt (Kolch 2000; Avruch, 
Khokhlatchev et al. 2001). Raf phosphoryliert und aktiviert die MAPKK (Mitogen Activated 
Protein Kinase Kinase) und diese wiederum ebenfalls durch Phosphorylierung die MAPK, 
auch als ERK (Extracellular Signal Regulated Kinase) bezeichnet. ERK phosphoryliert eine 
Vielzahl zytoplasmatischer und membrangebundener Substrate (Alvarez, Northwood et al. 
1991; Northwood, Gonzalez et al. 1991; Ciapponi, Jackson et al. 2001). Daneben kann ERK 
im Zellkern verschiedene Transkriptionsfaktoren wie die ETS-Domänen-Transkriptions-
faktoren Yan und Pointed (Gabay, Scholz et al. 1996; Rohrbaugh, Ramos et al. 2002; Tootle 
and Rebay 2005), die Zink-Finger-Proteine Tramtrack (Ttk) (Read and Manley 1992) und 
Chorion Factor 2 (CF2) (Shea, King et al. 1990; Hsu, Bagni et al. 1996), das HMG- (High 
Mobility Group) Box-Protein Capicua (Goff, Nilson et al. 2001) oder den Homeodomänen-
Transkriptionsfaktor Mirror (Jordan, Clegg et al. 2000; Zhao, Woolner et al. 2000) 




1.4 EGFR-abhängige transkriptionelle Regulation von pipe 
Die Aktivierung des EGFR-Signalwegs in dorsalen Follikelzellen der Eikammer führt zur 
transkriptionellen Repression von pipe. Dieses Gen wird im Stadium 10 der Oogenese in 
einem durchgehenden, ventralen Streifen, der 40% des Umfangs der Eikammer entspricht, 
exprimiert (Sen, Goltz et al. 1998; Peri, Technau et al. 2002). 
 
Abbildung 1. 3: Expression der pipe mRNA und eines pipe Reporterkonstrukts im 
Follikelepithel während des Stadium 10 der Oogenese (A) in-situ-Hybridisierung mit einer 
Digoxigenin-gekoppelten Sonde zur Visualisierung der pipe mRNA-Lokalisation im Follikelepithel. (B) 
Visualisierung der pipe::LacZ-Expression mit Hilfe einer anti-β-Galactosidase-Antikörperfärbung 
(modifiziert nach (Peri, Technau et al. 2002)). 
Die Region hoher EGFR-Aktivität ist auf etwa 30% der dorsalen Follikelzellen beschränkt 
und durch die Aufnahme von Grk-Protein in Vesikeln gekennzeichnet (Peri, Bokel et al. 
1999). Das Aktivitätsmaximum des EGFR-Signalwegs ist jedoch weit von der Grenze der 
ventralen pipe-Expression entfernt. Daher wurde anfangs ein indirekter Einfluss des EGFR-
Signalwegs auf die pipe-Regulation und eine Beteiligung des Notch-Signalwegs (Artavanis-
Tsakonas, Rand et al. 1999) angenommen (Jordan, Clegg et al. 2000). Der Homeo-
domänen-Transkriptionsfaktor Mirror wird in dorsalen Follikelzellen, welche dem Grk-Signal 
ausgesetzt sind, exprimiert und beschränkt die Expression von Fringe auf ventrale Zellen 
(Jordan, Clegg et al. 2000; Zhao, Woolner et al. 2000). Entlang der Grenze der Fringe-
Domäne könnte die Aktivierung des Notch-Rezeptors zur Produktion eines diffusionsfähigen 
Moleküls führen, welches pipe reprimiert. 
Antikörperfärbungen zeigen aber auch, dass Gurken einen weitreichenden Morphogen-
Gradienten bildet, der überraschenderweise sogar bis zur ventralen Seite der Eikammer 
reicht (Pai, Barcelo et al. 2000; Chang, Liou et al. 2008). Auch in ventralen Zellen, in denen 
pipe exprimiert wird, scheint demnach der EGF-Rezeptor aktiviert zu werden. In diesen 
ventralen Follikelzellen wird die Aktivität des Signalweges wiederum durch Cbl vermindert 
(Pai, Barcelo et al. 2000), indem der aktivierte EGF-Rezeptorkomplex wahrscheinlich dem 
Ubiquitin-abhängigen Proteinabbauweg zugeführt wird (Miyake, Lupher et al. 1997; 
Levkowitz, Waterman et al. 1998; Joazeiro, Wing et al. 1999; Levkowitz, Waterman et al. 




ventralen Cbl-mutanten Zellklonen zur zellautonomen Repression von pipe führt, wird 
angenommen, dass Grk als weitreichendes Signalmolekül einen unmittelbaren Einfluss auf 
die Expression von pipe hat. Einen weiteren Hinweis hierauf gibt die dorsale Ausweitung der 
pipe-Domäne in Eikammern mit reduzierter Grk-/EGFR-Aktivität (Morisato 2001; Peri, 
Technau et al. 2002). 
Die Annahme eines direkten Einflusses wird zudem durch die Beobachtung gestützt, dass 
homozygote raf- und ras- loss-of-function Klone in allen Follikelzellen entlang der gesamten 
AP-Achse der Eikammern eine zellautonome Derepression von pipe bewirken (Peri, 
Technau et al. 2002). Obwohl Ras und Raf von unterschiedlichen Rezeptortyrosinkinasen 
aktiviert werden können, schließt die Analyse von Zellklonen, welche mutant für 
Komponenten des FGF- (Fibroblast Growth Factor) Rezeptor-Signalwegs sind, dessen 
Beteiligung an der Regulation von pipe aus und deutet daraufhin, dass die Repression durch 
einen für den Grk-/EGFR-Signalweg spezifischen Transkriptionsfaktor kontrolliert wird (Peri, 
Technau et al. 2002). 
Durch Analysen von loss-of-function Follikelzellklonen wurde weiterhin gezeigt, dass die vom 
EGFR-Signalweg kontrollierten ETS-Domänen-Proteine Yan und Pointed sowie die Zink-
Finger-Proteine Tramtrack und CF2 nicht für die Repression von pipe verantwortlich sind 
(Technau, Knispel et al. 2012). Hingegen ist der HMG-Box-Transkriptionsfaktor Capicua 
(Cic) (Goff, Nilson et al. 2001), welcher als Repressor während der Embryogenese (Jimenez, 
Guichet et al. 2000), der Flügelentwicklung (Roch, Jimenez et al. 2002) und der 
Musterbildung in Follikelzellen aktiv ist, essentiell für die Aktivierung der pipe-Expression 
(Technau, Knispel et al. 2012). Diese Aktivierung erfolgt jedoch indirekt, indem Cic den 
Iroquois-Transkriptionsfaktor Mirror reprimiert, der im anterior-dorsalen Teil der Eikammer 
EGFR-abhängig aktiviert wird und in diesen Zellen die Expression von pipe direkt durch die 
Bindung an ein Repressorelement in dessen Promotor unterdrückt (Andreu, Gonzalez-Perez 
et al. 2012; Fuchs, Cheung et al. 2012). 
 
1.5 Aufbau und Analyse der cis-regulatorischen Region des pipe-Gens 
Eine 8 kb lange Sequenz rund um den Transkriptionsstart von pipe ermöglicht die 
Expression eines LacZ-Reporterkonstrukts in einem Muster, das der Verteilung des 
endogenen pipe-Transkripts entspricht (Sen, Goltz et al. 1998; Peri, Technau et al. 2002). 
Diese Sequenz besteht aus 3 kb der cis-regulatorischen Region vor dem Transkriptionsstart 
sowie dem ersten Exon des pipe-Gens. Das 3 kb lange Promotorfragment allein reicht aus 
den LacZ-Reporter in einem Wildtyp-ähnlichen Muster zu exprimieren (Fuchs, Cheung et al. 




Durch die Deletion proximaler oder distaler Fragmente des pipe-Promotors konnte die 
essentielle Sequenz, die zur korrekten Expression notwendig ist, auf eine Region zwischen   
-1135 und -985 bp relativ zum Transkriptionsstart eingegrenzt werden (Technau, Knispel et 
al. 2012). Innerhalb dieser essentiellen Promotorsequenz liegt das in allen zwölf 
sequenzierten und untersuchten Drosophiliden-Genomen stark konservierte Repressor-
element Motiv B, welches für die dorsale Repression von pipe notwendig ist (siehe Abbildung 
1. 4) (Andreu, Gonzalez-Perez et al. 2012; Fuchs, Cheung et al. 2012; Technau, Knispel et 
al. 2012). Erst kürzlich wurde bestätigt, dass die etwas längeren Versionen r1 (Andreu, 
Gonzalez-Perez et al. 2012) oder pipMRE (Fuchs, Cheung et al. 2012) des Motiv B mehrere 
Iroquois-Bindestellen (IBS) enthalten, welche in vitro vom Transkriptionsfaktor Mirror 
gebunden werden können. Mutationen der IBS im linken Teil des Elements verhindern im 
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) die Bindung von Mirror an diese DNA-Sequenz 
(Andreu, Gonzalez-Perez et al. 2012; Fuchs, Cheung et al. 2012).  
 
Abbildung 1. 4: Expression des LacZ-Reporterkonstrukts im Follikelepithel während des 
Stadium 10 der Oogenese und Darstellung der Repressorelemente (A) Visualisierung der LacZ-
Expression unter Kontrolle eines 1500 bp langen Promotor-Konstrukts oder (B) unter Kontrolle des 
Promotors aus dem das Repressorelement Motiv B deletiert wurde mit Hilfe einer anti-β-
Galactosidase-Antikörperfärbung. (C) Die Sequenzen der unabhängig voneinander identifizierten 
Repressorelemente. Die roten und grünen Nukleotide entsprechen jeweils den zwei Hälften der 
palindromischen Iroquois-Bindestellen (IBS: ACANNNTGT). 
Weitere bioinformatisch ermittelte Iroquois-Bindestellen liegen bei -1500 bp oberhalb des 
Transkriptionsstarts und somit außerhalb der Promotor-Region, welche für die pipe-ähnliche 




gelegenen IBS sind aber allein nicht ausreichend die ektopische Expression von pipe in 
dorsalen Follikelzellen zu unterbinden (Andreu, Gonzalez-Perez et al. 2012). 
 
1.6 Funktion des pipe-Gens 
Der pipe-Lokus kodiert für bis zu zwölf verschiedene Protein-Isoformen, welche durch 
alternatives Spleißen des primären pipe-Transkripts generiert werden. Alle Isoformen 
besitzen eine signifikante Sequenzhomologie zu dem Vertebraten-Enzym Herapansulfat-2-
O-Sulfotransferase (Sergeev, Streit et al. 2001). Während alle Isoformen in den embryonalen 
Speicheldrüsen exprimiert werden, können nur acht Isoformen in den Ovarien nachgewiesen 
werden. Von diesen ist nur die Isoform Pipe-ST2 essentiell für die dorsoventrale 
Achsenbildung (Zhu, Sen et al. 2005).  
Die Expression der Isoform Pipe-ST2 in pipe mutanten Weibchen ermöglicht die Bildung 
lebensfähiger Nachkommen, die ventrale und laterale Musterelemente aufweisen. Da die 
dorsale Expression von pipe zur Invertierung der embryonalen dorsoventralen Achse führt, 
scheint die Position der pipe-Expression die ventrale Seite der Eikammer und somit die 
Polarität der dorsoventralen Achse festzulegen (Sen, Goltz et al. 1998).  
Für die korrekte subzelluläre Lokalisation des Pipe-Proteins wird die Funktion der Protein-
disulfidisomerase Windbeutel benötigt (Konsolaki and Schupbach 1998; Sen, Goltz et al. 
2000; Ma, Guo et al. 2003). In COS7-Zellen, in denen pipe und windbeutel ko-exprimiert 
werden, zeigt Pipe eine charakteristische perinukleäre Verteilung, welche für dessen 
Lokalisation im Golgi-Apparat spricht (Sen, Goltz et al. 2000). Diese subzelluläre Lokalisation 
ist vereinbar mit der vermuteten enzymatischen Funktion als Sulfotransferase (Sen, Goltz et 
al. 2000; Luders, Segawa et al. 2003; Zhu, Sen et al. 2005). In Protein-Extrakten aus 
Ovarien transgener Fliegen, die hohe Level von pipe exprimieren und mit radioaktiv 
markiertem Schwefel [35S] gefüttert wurden, können nach SDS-PAGE und Autoradiographie 
erhöhte Mengen eines sulfatierten Substrates nachgewiesen werden. Das modifizierte VML- 
(Vitelline membrane-like) Protein ist 578 Aminosäuren lang und trägt am C-Terminus eine 25 
Aminosäuren lange Sequenz, die Ähnlichkeiten zu charakteristischen Komponenten der 
Vitellinmembran der Eihülle aufweist. Am N-Terminus befindet sich ein hydrophobes 
Signalpeptid, das dafür verantwortlich ist, dass VML von Follikelzellen sezerniert wird, um an 
der korrespondierenden Position der embryonalen Eihülle inkorporiert zu werden (Zhang, 
Stevens et al. 2009). Neben VML werden noch weitere Proteine der Vitellinmembran 
sulfatiert, was auf eine Redundanz der enzymatischen Substrate von Pipe hinweist (Park, 
Zhang et al. 2008; Zhang, Stevens et al. 2009). Da der Verlust von VML in Fliegen mit 




angenommen, dass mit VML ein biologisches Substrat gefunden wurde, welches die 
dorsoventrale Musterbildung des Embryos beeinflusst. Möglicherweise dienen die 
modifizierten Komponenten der ventralen Eihülle als notwendige Ko-Faktoren für die 
Aktivierung einer oder mehrerer Proteasen im Perivitellinspalt oder ermöglichen deren stabile 
Lokalisierung (Cho, Stevens et al. 2012). In einem weiteren Szenario sind die sulfatierten 
Substrate für die Inaktivierung möglicher Inhibitoren der Perivitellin-Proteasen verantwortlich 
(Zhang, Stevens et al. 2009). 
 
1.7 Die Signalübertragung im Perivitellinspalt 
Die im Follikelepithel festgelegte Polarität der dorsoventralen Achse wird in der 
fortschreitenden Entwicklung über den Perivitellinspalt hinweg auf den Embryo übertragen. 
In diesem hängt die Etablierung der dorsoventralen Achse von der auf ventrale Zellen 
beschränkten Aktivierung des uniform in der Plasmamembran eingelagerten Toll-Rezeptors 
ab (Anderson, Jurgens et al. 1985; Hashimoto, Hudson et al. 1988; Hashimoto, Gerttula et 
al. 1991). Dessen Ligand Spätzle wird als inaktiver Vorläufer in den Perivitellinspalt 
sezerniert (Schneider, Jin et al. 1994; DeLotto and DeLotto 1998). Aber nur im ventralen 
Bereich wird der als Toll-Ligand fungierende C-Terminus von Spätzle durch die Protease 
Easter prozessiert (Weber, Gangloff et al. 2007; Stein, Charatsi et al. 2010) (Abbildung 1. 5). 
Eine mit Easter verwandte Protease, das Spätzle-processing enzyme, spaltet Spätzle im 
Zuge der Immunantwort (Jang, Chosa et al. 2006).  
Easter wird im embryonalen Perivitellinspalt durch eine proteolytische Kaskade prozessiert, 
die aus den Proteasen Nudel, Gastrulation defective und Snake besteht (Dissing, Giordano 
et al. 2001). Der Protease Nudel, welche uniform verteilt vorliegt, wird eine wichtige Rolle bei 
der initialen Aktivierung dieser Kaskade zugesprochen (Hong and Hashimoto 1995). 
Aktiviertes Nudel wird, unabhängig von allen anderen Proteasen, die an der Etablierung der 
dorsoventralen Polarität beteiligt sind, durch Autoproteolyse seiner Zymogenform 
symmetrisch im gesamten Perivitellinspalt gebildet. Durch die von Nudel ausgelöste 
aufeinander folgende Prozessierung und Aktivierung der Proteasen Gastrulation defective 
(Konrad, Goralski et al. 1998), Snake (DeLotto and Spierer 1986) und Easter (Chasan and 
Anderson 1989; Chasan, Jin et al. 1992) wird zuletzt der aktive Toll-Ligand C-Spätzle 
gebildet (Abbildung 1. 5 B).  
Die ventrale Lokalisierung der Spätzle-Prozessierung wird durch die vorangegangene 
Aktivität von Pipe gewährleistet. Da das sezernierte Glykoprotein Nudel in seinem modularen 
Aufbau Proteinen der extrazellulären Matrix ähnelt, wurde vermutet, dass diese Protease ein 




gespaltene Fragmente von Nudel in den Perivitellinspalt sezerniert und hier stabil verankert 
werden, ist die Expression von nudel in ventralen Follikelzellen aber nachweislich nicht 
notwendig und diese Protease kein Ziel der enzymatischen Sulfotransferase-Aktivität von 
Pipe (Stein, Cho et al. 2008). 
Der erste Schritt der Proteasekaskade, der von pipe respektive dessen modifizierten 
Substraten im ventralen Bereich des Perivitellinspalts abhängt, ist die Proteolyse von Easter 
durch Snake. Da diese zwei Proteasen in einem Komplex miteinander assoziiert sind, wird 
angenommen, dass die sulfatierten Pipe-Substrate deren Interaktion durch Konformations-
änderungen ermöglichen (Stein, Charatsi et al. 2010). Zusätzlich wird Gastrulation defective 
im ventralen Perivitellinspalt durch einen pipe-abhängigen Prozess lokalisiert, wo es die 
Spaltung von Easter durch Snake mit Hilfe eines extrakatalytischen Mechanismus fördert 
(Cho, Stevens et al. 2012). 
Die auf ventrale Follikelzellen beschränkte Expression von pipe und die somit räumlich 
begrenzte Sulfotransferase-Aktivität lokalisiert die Serin-Protease-Aktivität im Perivitellinspalt 
und führt letztlich durch die Produktion des C-terminalen Spätzle-Fragments ausgehend von 
der ventralen Mittellinie zur graduellen Aktivierung des Toll-Rezeptors im Embryo. 
 
Abbildung 1. 5: Querschnitt durch einen Embryo im synzytialen Blastodermstadium und 
schematische Darstellung der funktionellen Interaktionen der im Perivitellinspalt lokalisierten 
Komponenten der Protease-Kaskade (A) Der Signalgradient der zur graduellen Aktivierung des Toll-
Rezeptors entlang der embryonalen, dorsoventralen Achse führt und den nukleären Dorsal-
Gradienten (grüne Kreise) etabliert, wird im Perivitellinspalt zwischen Embryo und der äußeren 
Vitellinmembran gebildet (Schupbach 2009). (B) ‘‘z’’ und ‘‘c’’ bezeichnen die Zymogen- respektive die 
gespaltene, aktive Form von Nudel, Gd, Snake, Easter und Spz. Letzteres bindet als aktive Form      
C-Spz an den Toll-Rezeptor in der Embryonalmembran. Die vertikalen Pfeile indizieren die 
Prozessierung der Zymogen-Proteine in die aktiven Produkte. Die horizontalen und diagonalen Pfeile 
indizieren die Effektoren, welche für die Prozessierung benötigt werden. Die gebogenen Pfeile, die 
Nudel-z und Nudel-c verbinden, deuten eine Aktivierung der Protease durch Autoprozessierung an; 
der unterbrochene Pfeil deutet einen Einfluss von Nudel auf die Spaltung von Gd an. Das von den 
ventralen Follikelzellen sezernierte, modifizierte Pipe-Substrat ermöglicht die Spaltung von Easter 




1.8 Dorsoventrale Musterbildung im Embryo 
Die Produktion des aktiven und diffusionsfähigen Spätzle-Fragments im ventralen Teil des 
Perivitellinspalts führt zu einer graduellen Aktivierung des Toll-Rezeptors in der Plasma-
membran des Embryos (Stein, Roth et al. 1991; Roth 1993; Roth 1994). In ventralen Zellen 
ist die Aktivität des intrazellulären Toll-Signalwegs am höchsten, während sie über laterale 
Zellen hinweg zur dorsalen Seite abnimmt. Die Initiierung des Toll-Signalwegs resultiert in 
der nukleären Translokation des Transkriptionsfaktors Dorsal, einem Mitglied der NF-κB/Rel-
Familie (Drier and Steward 1997). Zunächst wird Dorsal durch das inhibitorische IκB-Protein 
Cactus im Zytoplasma gehalten. Die ventrale Aktivierung des Toll-Rezeptors führt zur 
Proteolyse von Cactus und der dadurch bedingten Freisetzung von Dorsal, das nun in den 
Kern gelangen kann (Belvin, Jin et al. 1995; Bergmann, Stein et al. 1996; Reach, Galindo et 
al. 1996). In fixierten Embryonen kann der Dorsal-Gradient mittels Antikörperfärbungen 
(Roth, Stein et al. 1989; Liberman, Reeves et al. 2009; Kanodia, Kim et al. 2011), in 
lebenden Embryonen mit Hilfe der Fusionsproteine Dorsal-GFP (DeLotto, DeLotto et al. 
2007; Kanodia, Rikhy et al. 2009) oder Dorsal-Venus (Reeves, Trisnadi et al. 2012) 
visualisiert werden. Demnach bildet der Dorsal-Gradient ausgehend von der ventralen 
Mittellinie in einer Region, die 40% des Eiumfanges ausmacht, eine glockenförmige oder 
Gauss-ähnliche Verteilungskurve (Roth, Stein et al. 1989; Reeves, Trisnadi et al. 2012), 
welche innerhalb der uniformen pipe-Expressionsdomäne liegt. In anderen Studien wird 
angenommen, dass der Dorsal-Gradient sich sogar über einen Bereich von 60% der 
dorsoventralen Achse erstreckt oder gar bis zur dorsalen Mittellinie reicht (Kanodia, Rikhy et 
al. 2009; Bothma, Levine et al. 2010; Kanodia, Kim et al. 2011). In dorsalen Regionen wird 
der Gradient linear und ist hier durch eine relativ konstante Steigung charakterisiert (Reeves, 
Trisnadi et al. 2012). 
Der Dorsal-Gradient reguliert bis zu 70 Zielgene in einer Konzentrations-abhängigen Weise 
entlang der dorsoventralen Achse. Unterschiedliche Schwellenwerte legen hierbei die 
Position und Ausdehnung der Zielgenexpression entlang des Morphogen-Gradienten und 
der embryonalen Achse fest (vgl. Abbildung 1. 6) (Hong, Hendrix et al. 2008). Die Dorsal-
Zielgene können in drei verschiedene Klassen eingeteilt werden. Typ 1-Gene werden von 
hohen Dorsal-Konzentrationen in den ventralsten Zellen entlang der embryonalen Mittellinie 
aktiviert. Hierzu zählen die Transkriptionsfaktoren twist (twi) und snail (sna) (Leptin 1991), 
welche die Entwicklung des Mesoderms determinieren (Thisse, Stoetzel et al. 1988; Jiang, 
Kosman et al. 1991; Pan, Huang et al. 1991). Typ 2-Gene, zu denen unter anderem 
rhomboid (rho) und ventral nervous system defective (vnd) zählen, werden durch mittlere 
intranukleäre Dorsal-Levels in lateralen Zellen, dem späteren Neuroektoderm, aktiviert.    




Konzentrationen reguliert. Während eine geringe Konzentration ausreichend ist die 
Expression von sog zu aktivieren, wird die Expression der dorsalen Gene zen oder 
decapentaplegic (dpp) im zukünftigen dorsalen Ektoderm reprimiert (Jiang and Levine 1993). 
Nur in den dorsalen Zellen, in denen Dorsal vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert ist, werden 
diese Gene exprimiert und determinieren in dieser Region Amnioserosa und dorsales 
Ektoderm (Rushlow, Doyle et al. 1987; Rushlow, Frasch et al. 1987; Rushlow and Levine 
1990). 
 
Abbildung 1. 6: Der intranukleäre Dorsal-Gradient und die Expression seiner Zielgene 
entlang der dorsoventralen Achse des Embryos In ventralen Kernen (dunkelgrüne, gefüllte Kreise) 
ist die Konzentration des Dorsal-Proteins am höchsten, in lateralen Kernen werden intermediäre Level 
erreicht (hellgrüne Kreise), während in dorsalen Kernen (weiße Kreise) kein Dorsal-Protein lokalisiert 
ist sondern nur in dem sie umgebenden Zytoplasma. In der ventralen Region werden die Gene twi und 
sna, im lateralen Bereich sim, vnd, rho, ind und sog, in der dorsalen Region dpp und zen exprimiert 
(Hong, Hendrix et al. 2008). 
Die Regulation der Expression verschiedener Zielgene entlang der embryonalen 
dorsoventralen Achse erfolgt nicht nur direkt durch das Auslesen des Dorsal-Gradienten, 
sondern auch indirekt über die Initiierung weiterer Signalwege oder über den Einfluss der 
Zielgene aufeinander. Hohe Dorsal-Level aktivieren twist, das in einem 16-18 Zellen weiten 
Streifen entlang der anterioposterioren Achse exprimiert wird (Jiang, Kosman et al. 1991). 
Der Gradient des basic helix-loop-helix Transkriptionsfaktors Twist bildet sich innerhalb einer 
schmalen Region und aktiviert und erhält nun wiederum in Kombination mit Dorsal in einem 
ventralen Zellstreifen die Expression von snail (Ip, Park et al. 1992). Der von snail kodierte 
Zinkfinger-Transkriptionsfaktor wird in einer ventralen Region, die 20% des Embryos umfasst 
und sich entlang der dorsoventralen Achse mit der twist-Domäne deckt, exprimiert und 
etabliert eine scharfe Grenze zwischen dem zukünftigen Mesoderm und dem neurogenen 




Verschiedene Gene, die durch mittlere Dorsal- und Twist-Konzentrationen in lateralen 
Regionen aktiviert werden, werden durch Snail im Mesoderm reprimiert. Somit flankiert 
beispielsweise rho die ventrale Twist/Snail-Domäne in einem lateralen jeweils 12-14 Zellen 
weiten Streifen, dem künftigen Neuroektoderm (Francois, Solloway et al. 1994).  
Obwohl der Dorsal-Gradient und die Expression der Zielgene räumlich und zeitlich über die 
Kernteilungszyklen 11-14 des Embryos variabel sind, werden die direkten Dorsal-Zielgene in 
einem reproduzierbaren Muster aktiviert. twist und snail markieren jeweils die Region 
höchster Dorsal-Aktivität, welche während der Embryogenese ausgehend von einer Weite 
von 20% in frühen Stadien auf bis zu 25% des Eiumfangs in späteren Stadien expandiert. 
Währenddessen bleibt die Steigung des Gradienten konstant und wird durch eine ebenfalls 
konstant weite sog- oder rho-Domäne reflektiert (Reeves, Trisnadi et al. 2012). Die 
Expression der zygotischen Musterbildungsgene entlang der embryonalen dorsoventralen 
Achse, welche die verschiedene Bereiche des Dorsal-Gradienten reflektieren und auf diesem 
basieren, spezifizieren letztlich die Bildung der Keimblätter entlang der dorsoventralen 
Achse. 
 
1.9 Musterbildung im Embryo 
Die Expression von pipe auf der ventralen Seite der sich entwickelnden Eikammer ist 
ausreichend, um die Bildung der dorsoventralen Achse und des Dorsal-Gradienten zu 
initiieren (Nilson and Schupbach 1999; Peri, Technau et al. 2002); hierdurch kann aber nicht 
die Form des embryonalen Dorsal-Gradienten erklärt werden. Entlang der anterior-
posterioren Achse wird pipe in einer lateral scharf begrenzten Domäne, die 40% des 
Eiumfanges umfasst, uniform exprimiert. Innerhalb dieser Domäne bildet Dorsal, ausgehend 
von der ventralen Mittellinie, einen glockenförmigen oder Gauss-ähnlichen Gradienten (Roth, 
Stein et al. 1989; Reeves, Trisnadi et al. 2012). Die Region der Kerne, welche das Maximum 
der nukleären Dorsal-Konzentration aufweisen, umfasst nur 20% des Eiumfangs und ist 
demnach nicht deckungsgleich mit der uniformen pipe-Domäne sondern nur halb so weit. Da 
der Gradient über eine längere Entwicklungsphase in seiner charakteristischen Form stabil 
ist, kann dessen Bildung als Folge eines einfachen Diffusionsprozess ausgeschlossen 
werden (DeLotto, DeLotto et al. 2007). Wahrscheinlicher ist, dass kompliziertere Muster-
bildungsprozesse im Embryo die Form und Position des Dorsal-Gradienten beeinflussen. 
Hinweise hierauf geben Beobachtungen, dass sich in Eikammern mit reduzierter Grk- oder 
EGFR-Aktivität die Region der pipe-Expression ausweitet (Morisato 2001). Die 
resultierenden, ventralisierten Embryonen weisen eine breitere twist-Domäne auf und 




Achsenduplikation innerhalb der erweiterten pipe-Domäne geht dieser eine entsprechenden 
Änderung des Dorsal-Gradienten voran, der nun zwei Maxima aufweist, welche durch ein 
ventrales Minimum, das sich im Laufe der Embryonalentwicklung noch vertieft, getrennt sind 
(Roth and Schupbach 1994). Dies wird auch durch die partielle Aufspaltung der twist-
Domäne widergespiegelt. Der gleiche Effekt kann durch die Injektion hoher Konzentrationen 
von spz-mRNA in Embryonen im synzytialen Blastodermstadium erreicht werden (Morisato 
2001), was darauf schließen lässt, dass die Musterbildungsprozesse nicht im Follikelepithel 
sondern im Embryo stattfinden. Diese partielle Achsenduplikation und Verfeinerung zeigt, 
dass der Dorsal-Gradient räumlich und zeitlich dynamisch ist und nicht durch die einfache 
Diffusion des Morphogens Spätzle erklärt werden kann.  
Das Spätzle-Pro-Protein wird als ein dimeres Vorläufer-Protein, das aus einer 25 kDa großen 
N-terminalen Domäne (N-Spz) sowie einer 14 kD großen C-terminalen Region (C106 oder 
C-Spz) zusammengesetzt ist, synthetisiert und in den Perivitellinspalt sezerniert (DeLotto 
and DeLotto 1998; Weber, Gangloff et al. 2007). Das C-terminale Spätzle-Fragment C106 
ermöglicht die Dimerisierung der Ektodomänen des Toll-Rezeptors und somit die Aktivierung 
des intrazellulären Signalwegs (Schneider, Hudson et al. 1991; Mellroth, Karlsson et al. 
2005; Weber, Moncrieffe et al. 2005). Die Bindung von C106 an den Toll-Rezeptor wird aber 
solange durch die N-terminale Domäne verhindert, bis das Pro-Protein Spätzle durch die 
Protease Easter prozessiert wird (Schneider, Jin et al. 1994; DeLotto and DeLotto 1998). Da 
bei einer Aufreinigung der N-terminalen Domäne aus embryonalen Extrakten das Fragment 
C106 nicht mit diesem präzipitierte, wurde angenommen, dass die Spaltprodukte nicht 
miteinander verbunden bleiben (Schneider, Jin et al. 1994). Weitere in vitro-Experimente 
deuten aber darauf hin, dass die beiden Domänen nach der proteolytischen Aktivierung noch 
miteinander assoziiert sind (Weber, Gangloff et al. 2007).  
Der N-terminalen Domäne wird eine potentielle Rolle als negativer Regulator des Toll-
Signalwegs zugeschrieben, der entweder die Aktivität einer Protease der vorgeschalteten 
Kaskade inhibiert oder direkt die Bindung des Spätzle-C106 an den Rezeptor antagonisiert 
(Morisato 2001; Chang and Morisato 2002). Gegen diese antagonisierende Wirkung spricht 
die Beobachtung, dass das isolierte C106-Fragment wie auch der N-Spz/C106-Komplex, in 
gleichem Maße zur Aktivierung des Toll-Signalweges führen (Weber, Gangloff et al. 2007). 
Obwohl die exakte Funktion der N-terminalen Domäne noch ungeklärt ist, ist dessen Rolle 
als diffusionsfähiger Inhibitior im Rahmen eines theoretischen Musterbildungsprozesses - der 
lateralen Inhibition - eine Erklärung für die beobachtete Achsenduplikation in Embryonen von 
grk - -Fliegen (Morisato 2001).  
In einem postulierten Reaktions-Diffusion-Modell bindet das C-terminale Spätzle-Fragment 




Die Bildung des Toll-C106-Signalkomplexes bedingt die Abspaltung der noch assoziierten N-
terminalen Domäne (Weber, Gangloff et al. 2007). Da die Diffusionsrate dieses, als 
potentiellen Inhibitor agierenden N-terminalen Spätzle-Fragments, höher ist als die des 
prozessierten N-Spz/C106-Komplexes, diffundiert es schneller aus dem ventralen Bereich an 
die lateralen Grenzen der pipe-Domäne. Somit wird durch die höhere Inhibitor-Aktivität in 
dieser Region die Aktivierung des Toll-Rezeptors verhindert und der Bereich mit hoher 
intranukleärer Dorsal-Konzentration auf die ventralsten Zellen begrenzt. Die endgültige Form 
des dynamischen Dorsal-Gradienten wird im Laufe der Embryonalentwicklung durch die 
gegensätzliche Wirkung der Spätzle-Produkte festgelegt. 
In Embryonen von grk - -Weibchen erfolgt die Spätzle-Prozessierung über einen breiteren 
Bereich. Ab einer bestimmten Weite dieser Prozessierungs-Domäne kann der inhibitorische 
N-Terminus nicht mehr in ausreichendem Maße aus dieser heraus diffundieren und sammelt 
sich im ventralen Zentrum. Das Verhältnis von Inhibitor zu Aktivator führt jeweils zur Bildung 
eines Dorsal-Maximums an den Grenzen der expandierten Domäne und einem ventralen 
Dorsal-Minimum (Abbildung 1. 7). 
 
Abbildung 1. 7: Reaktions-Diffusions-Modell (A) Anfangs (t0) sind die Produkte der Spätzle-
Prozessierung im ventralen Bereich des Perivitellinspalts gleich verteilt. Mit der Zeit diffundiert das 
inhibitorische N-terminale Spätzle-Fragment (rot) schneller aus dem Zentrum, während das               
C-terminale Fragment C106 (grün) an den Toll-Rezeptor bindet und so ein Maximum von nukleären 
Dorsal (blau) auf der ventralen Seite des Embryos etabliert. (B) In grk - Weibchen ist der Bereich der 
Spätzle-Prozessierung breiter als im Wildtyp. Das inhibitorische Fragment N-Spz kann nicht mehr 
schnell genug zu beiden Seiten aus dem ventralen Bereich hinaus diffundieren und akkumuliert daher 
auch im Zentrum. Die lateralen Regionen mit hohen nukleären Dorsal-Konzentrationen flankieren die 




Die Annahme, dass Diffusion im Zuge eines auf lateraler Inhibition beruhenden 
Musterbildungsprozesses (Gierer and Meinhardt 1972) im Embryo und nicht im 
Follikelepithel an der Bildung des Dorsal-Gradienten beteiligt ist, wird durch mehrere 
Beobachtungen gestützt. Im ventralen Follikelepithel lokalisierte pipe --Klone bedingen nicht 
nur ein Ausbleiben der twist-Expression an der entsprechenden Position der anterior-
posterioren Achse im Embryo, sondern auch der angrenzenden sog-Expression (Nilson and 
Schupbach 1998). Dies schließt das Vorhandensein eines Morphogen-Gradienten im 
Follikelepithel aus und deutet darauf hin, dass der Dorsal-Gradient auf der Diffusion einer 
Komponente eines embryonalen Signalwegs beruht. Hinweise, dass der Dorsal-Gradient 
zusätzlich durch einen diffusionsfähigen Inhibitor beeinflusst wird, geben die beobachteten 
Auswirkungen dorsaler Klone, die mutant für die EGFR-Signalwegkomponenten Ras oder 
Raf sind (James, Dorman et al. 2002; Peri, Technau et al. 2002). Pipe wird in den 
betroffenen Zellen aktiviert und sollte hier die ektopische Initiierung der proteolytischen 
Kaskade und die Bildung eines Dorsal-Gradienten ermöglichen. Überraschenderweise 
hatten dorsale Klone, die mindestens 70 Zellen umfassten jedoch nicht bis in ventrolaterale 
Regionen reichten, keine sichtbare Auswirkung auf die Musterbildung im Embryo, während 
ventrolaterale Klone, die an die endogene pipe-Expressionsdomäne angrenzten, zu Kutikula-
Defekten und Ausweitung oder Aufspaltung der ventralen twist-Expression führten. Die 
Unfähigkeit dorsaler Raf-Klone den Toll-Signalweg zu initiieren und somit einen ektopischen 
Dorsal-Gradienten zu ermöglichen, kann einerseits durch die Aktivität eines bereits während 
der Oogenese in der dorsalen Region deponierten Inhibitors erklärt werden. Andererseits 
könnte ein Inhibitor (möglicherweise die N-terminale Spätzle-Domäne), der in der ventralen 
endogenen Pipe-Expressionsdomäne produziert wird und aus dieser nach dorsal diffundiert, 
die Initiierung ektopischer Musterbildungsprozesse unterdrücken (Morisato 2001; Peri, 
Technau et al. 2002). Zur Erklärung der beobachteten Achsenduplikation nach 
Überexpression von spätzle oder Ausweitung der pipe-Expression wird das Zugrundeliegen 








1.10 Fragestellung/Zielsetzung       
Innerhalb des pipe-Promotors ist ein essentielles Repressorelement lokalisiert, das die 
Repression von pipe in dorsalen Follikelzellen vermittelt. Ziel der Arbeit ist die Identifizierung 
eines oder mehrerer Transktiptionsfaktoren, die durch die Bindung an diese Sequenz die 
dorsale Repression von pipe vermitteln. Zudem soll untersucht werden, ob dieses cis-
regulatorische Element alleine ausreicht oder ob noch weitere Faktoren oder gar 
Mechanismen an der Regulation von pipe im Follikelepithel beteiligt sind.  
Die vollständige Klärung der transkriptionellen Regulation von pipe böte die Möglichkeit 
durch gezielte Manipulation des endogenen Promotors eine uniforme pipe-Expression in der 
gesamten Eikammer zu erreichen. Hierdurch soll untersucht werden, ob überhaupt eine 
Asymmetrie benötigt wird, um die dorsoventrale Achse des späteren Embryos zu initiieren.  
Mit Hilfe der uniformen pipe-Expression und mittels ektopischen, markierten pipe-Klonen soll 
außerdem geklärt werden, welche Prozesse der dorsoventralen Musterbildung zu Grunde 
liegen. Insbesondere soll analysiert werden, ob der Dorsal-Gradient möglicherweise durch 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Allgemeine Reagenzien und Ausrüstung 
Standardreagenzien und allgemeiner Laborbedarf wurden von folgenden Firmen bezogen: 
 Reagenzien/Chemikalien: Roth, Invitrogen, New England Biolabs, Roche, Sigma-
Aldrich, BioBudget, Promega, Qiagen 
 Verbrauchsmaterialien: Eppendorf, Roth, Sarstedt 
 
2.1.2 Drosophila melanogaster Fliegenstämme 
Abkürzungen: 
BL: Bloomington Stock Center 
SSR: Stammsammlung Siegfried Roth 
VDRC: Vienna Drosophila RNAi Center (Dietzl, Chen et al. 2007) 
Genotyp Quelle/Stamm-Nummer 
wt (oregon R) SSR 
w[1118] BL 6326 
ZH-attP-2A (Bischof, Maeda et al. 2007) 
w; Gla/Cyo; MKRS/TM2 SSR 
UAS-GFP 60.5/TM3 N. Perrimon 




w[1118];P{UAS-dicer2, w[+] VDRC 60009 
w; UAS-Yan[act]/UAS-Yan[act] I.Rebay (Rebay and Rubin 1995) 
Dl-Venus A. Stathopoulos (Reeves, Trisnadi et al. 2012) 
Gal4-Treiberlinien: 
w; Cy2-Gal4 T. Schüpbach 
w; E4-Gal4 T. Schüpbach 
w; 55B-Gal4 N. Perrimon 
w; GR1-Gal4 BL 36287 
w; Traffic jam-Gal4 V. Riechmann 
actin>CD2>Gal4 SSR 
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Fliegenstämme zur klonalen Analyse: 
w; UAS pip-ST2,pip[w/e]/TM3,Sb D. Stein 
w; UAS pip-ST2,rust,pip[684],eca/TM3,Sb D. Stein 
w; UAS pip-ST2,pip[C14]/TM3,Sb D. Stein 
w; rust pip[664]/TM3,Sb D. Stein 
w; UAS-VML-RFP14/CyO D. Stein (Zhang, Stevens et al. 2009) 
hs::FLP; SP; +/SM6-TM6 BL  
Im Rahmen diese Arbeit selbst generierte Fliegenstämme: 
w; E4 Ia/CyO selbst hergestellt 
w; B9 Ia/CyO selbst hergestellt 
w; B6 II selbst hergestellt 
1,6kbpipe::eGFP-Pipe (on X) selbst hergestellt 
1,6kb∆Bpipe::eGFP-Pipe  (on X) selbst hergestellt 
1,6kb∆69pipe::eGFP-Pipe (on X) selbst hergestellt 
1,6kbpipe::eGFP-Pipe-∆UTR (on X) selbst hergestellt 
1,6kb∆Bpipe::eGFP-Pipe-∆UTR (on X) selbst hergestellt 
VDRC pUAST-RNAi-Stämme: 
UAS-D-ets4/Ets98B-RNAi VDRC 107292 
UAS-D-elg/Ets97D-RNAi VDRC108936 
UAS-D-elg/Ets97D-RNAi VDRC 12633 
UAS-D-ets6/Ets21C-RNAi VDRC 106153 
UAS-D-ets6/Ets21C-RNAi VDRC 51225 
UAS-Ets96B-RNAi VDRC 30552 
UAS-Ets65A-RNAi VDRC 15354 
UAS-Ets65A-RNAi VDRC 15355 
UAS-eip74EF-RNAi VDRC 45900 
UAS-eip74EF-RNAi VDRC 105301 
UAS-pnt/D-ets2-RNAi VDRC 7171 
UAS-pnt/D-ets2-RNAi VDRC 105390 
UAS-EGFR-RNAi VDRC 43268 
UAS-Raf-RNAi VDRC 20909 
 
 





mouse anti-GFP (1:2000)                             Invitrogen 
rabbit anti-GFP (1:2000) Cell Signaling Technologies 
rabbit anti-β-Galactosidase (1:2000)             Promega 
anti-Digoxigenin AP konjugiert (1:5000)       Roche 
anti-Digoxigenin POD konjugiert (1:5000) Roche 
anti-Biotin AP konjugiert (1:5000) Roche 
mouse anti-β-Actin (1:1000) 





goat anti-mouse AlexaFluor488 (1:400)        Invitrogen 
goat anti-rabbit AlexaFluor555 (1:400)         Invitrogen 
goat anti-mouse HRP (1:5000) Jackson Immunoresearch 
goat anti-rabbit HRP (1:5000) Jackson Immunoresearch 
 
2.1.4 Oligonukleotide/PCR-Primer 
Alle unten aufgeführten Oligonukleotid-Primer wurden von Sigma Aldrich oder Invitrogen 
bezogen.  
Name  Sequenz 5´-3´ 
Pipe-Reportergen-Konstrukte 
Promotoren  
EcoR1pipePromotor F CCG GAA TTC CAA CAT ATT GTG AGC GAC CAC 
BamH1pipePromotor R CGC GGA TCC CAA TGT CAA TTA CAC AAA AAA CAC AAT 
CGC TTG AG 
BamH1 Promotor F GGA TCC CAA CAT ATT GTG AGC GAC CAC AAT TG 
EcoR1 Promotor R GAA TTC CCA ATG TCA ATT ACA CAA AAA ACA CAA TC 
Actin5C Pr BamH1 F CCG GGA TCC ATC ATG AAT GGC ATC AAC TCT GAA TC 
Actin5C Pr EcoR1 R CCG GAA TTC GGT CTC TGG ATT AGA CGA CTG C 
Promotor-Shift 
Bam-ReprBS GAT CTC GTG TAA ATT TCT CGA TAA CAA TTG CAA AA 
Bam-ReprBS-rev GAT CTT TTG CAA TTG TTA TCG AGA AAT TTA CAC GA 
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Eco-ReprBS AAT TTC GTG TAA ATT TCT CGA TAA CAA TTG CAA AA 
Eco-ReprBS-rev AAT TTT TTG CAA TTG TTA TCG AGA AAT TTA CAC GA 
interne Deletionskonstrukte (Fusions-PCR) 
DeltaB Fus F GAG GCT GGC GTT TTT CCA TTT ATT TTC AAC TTG TTG 
CTG 
DeltaB Fus R CAG CAA CAA GTT GAA AAT AAA TGG AAA AAC GCC AGC 
CTC 
Delta69 Fus F TTT TAT GTT TTG GCT GTT TTT ATG TTG AAA TAA AAA 
AAG TTT AAT AAG ACT AAA CAA TC 
Delta69 Fus R GAT TGT TTA GTC TTA TTA AAC TTT TTT TAT TTC AAC ATA 
AAA ACA GCC AAA ACA TAA AA 
miRNA-UTR-Deletionskonstrukte (Fusions-PCR) 
Fusionsprimer F AGTTAAAACTTGTCATATTTTTGATAACCGC 
Fusionsprimer R GCGGTTATCAAAAATATGACAAGTTTTAACT 
Reportergene (Fusions-PCR) 
BamH1 EGFP pattB F CGC GGA TCA TGG TGA GCA AGG GCG AGG AGC 
EGFP-pipeFusionpr. F GCA TGG ACG AGC TGT ACA AGA TGT CTC TGA ACG CCG 
AGC G 
EGFP-pipeFusionpr. R CGC TCG GCG TTC AGA GAC ATC TTG TAC AGC TCG TCC 
ATG C 
Xba1FuspipeDUTR F TCT AGA TAC TCT TCA CAA ATC ACG AAC AAA TTG TAG G 
Xba1FuspipeDUTR R TCT AGA CAG TTC AAT TGC CAA TCA GGC CG 
Xho1 pipe UTR R  CGC GTC GAG AGT TTT TTT TAG TTA TTT AAT GTT CTT 
TAT TTT TAT TTT TCG TTT CCA 
IRES-Konstrukte (Fusions-PCR) 
EcoR1 pipe ORF F GAA TTC ATG TCT CTG AAC GCC GAG CGA 
pipeIRES Fus F CCC GGC CTG ATT GGC AAT TGA ACT GCC CCC CCC CCT 
AAC GTT ACT GG 
pipeIRES Fus R CCA GTA ACG TTA GGG GGG GGG GCA GTT CAA TTG CCA 
ATC AGG CCG GG 
EGFPUTRFus F GGC ATG GAC GAG CTG TAC AAG TAA ACT GTA CTC TTC 
ACA AAT CAC GAA CAA ATT GTA GG 
EGFPUTRFus R CCT ACA ATT TGT TCG TGA TTT GTG AAG AGT ACA GTT 
TAC TTG TAC AGC TCG TCC ATG CC 




BglII Actin F AGA TCT CGC TGC CTG TTA TGT GG 
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EcoR1 Actin R GAA TTC CAC CAC ACT GGA CTA GTA GG 
Insertionpr. B F CCA TGT GTG TGC AGC CAA CGC GTC GTG TAA ATT TCT 
CGA TAA CAA TTG CAA AA 
Insertionpr. B R CCA CTG TGT TGT TGC TTT TGT TGC TAT CGT TTT GCA 
ATT GTT ATC GAG AAA TTT ACA CGA 
Insertionpr. 2 F CCA TGT GTG TGC AGC CAA CGC GTT ATC GAG AAA TTT 
ACA CGA ATT TTC AAC TTG TTG C 
Insertionpr. 2 R CCA CTG TGT TGT TGC TTT TGT TGC TAT CGG CAA CAA 
GTT GAA AAT TCG TGT AAA TTT CTC GAT AA 
Reportergene 
pAc5.1EGFP EcoR1 F CCG GAA TTC AGT TAT GGT GAG CAA GGG CGA G 
pAc5.1EGFP Xho1 R CGC CTC GAG TTA CTT GTA CAG CTC GTC CAT GC 
Primer zur Herstellung von Sonden für in-situ-Hybridisierung 
3´T7 Universal-Primer AGG GAT CCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GCC CGG GGC 
5´T7 Universal-Primer GAG AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GCC GCG G 
in situ eip74EF-RA F GGC CGC GGT CCG AGA GCA ACT TCG AGA T 
in situ eip74EF-RA R CCC GGG GCT GTA GAC CCT GCT GCT GTT G 
in situ ets21C-RA F GGC CGC GGC CAC CAG CAG CAG TAG CAT A 
in situ ets21C-RA R CCC GGG GCT GCA CCT TGG TCA TGA TGT T 
in situ ets65A F GGC CGC GGA GCA CTT CCA TCG CTA ACA 
in situ ets65A R CCC GGG GCC GCT GTG GTG ATA TGG TGT C 
in situ ets96B-RA F GGC CGC GGC GTA TAC TGC AGC GAC GTG T 
in situ ets96B-RA R CCC GGG GCT AGT AGC GCA AAC TGC GAG A 
in situ ets97D F GGC CGC GGA CAG CAG CAA TGA CTT GTC G 
in situ ets97D R CCC GGG GCA GTT CCT GGC CAT TCA TTT G 
in situ ets98B-RA F GGC CGC GGT GGC TCT GGA ATC CTT CAT C 
in situ ets98B-RA R CCC GGG GCG CTG TGA CCT CTC CGT CTT C 
in situ pnt-RB F GGC CGC GGC AGC AAA GCA ACA ACG AAA A 
in situ pnt-RB R CCC GGG GCG CCA CCT CAT CAG GAT CTG T 
in situ yan/aop-RA F GGC CGC GGC GAT CTC CCC AAA CTT GAC 
in situ yan/aop-RA R CCC GGG GCC TTC TGG GGC AAT TGT TGT T 
mir-8 in situ F GGC CGC GGC TGT GTG TGT GTG CAT CTC G 
mir-8 in situ R CCC GGG GCG GAC CGG GAA GGG TAA AAT A 
mir-11 in situ F GGC CGC GGG GCT GGC TGC ATA TGA TTT T 
mir-11 in situ R CCC GGG GCA TTT TGC ATC CGC CTG TAA C 
mir-33 in situ F GGC CGC GGC GCA CTG GAC AAA AGT CTC A 
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mir-33 in situ R CCC GGG GCA CGA GTT CAA ATC GGT CTG G 
mir-283 in situ F GGC CGC GGC ACG TGT AGC TCC CCA AAA C 
mir-283 in situ R CCC GGG GCA CTT TCG GTT GCA ACA TTG ATG G 
mir-289 in situ F GGC CGC GGC TGT GGG CTG GTT CTC TGT T 
mir-289 in situ R CCC GGG GCT CCA TGC TGC CAT TAT CAA ATT GA 
mir-315 in situ F GGC CGC GGC CTG CGC AAC AAG GAA TAG T 
mir-315 in situ R CCC GGG GCG ATT CAA CTT GCT TAA CAA AGA TTC AG 
mir-cluster in situ R GGC CGC GGG TAT GTG TTA TTT AGT GGT GTT TCT 
mir-cluster in situ R CCC GGG CTT GAG AAC AAG TAA CGC GAG AA 
mir-ban in situ F GGC CGC GGT CTC GCC TCT TGT GGA TCT T 
mir-ban in situ R CCC GGG GCG CAG GCC TTC TCA TTG ACT C 
Oligonukleotide für DNA-Affinitätschromatographie 
mut2XpipRP [BtnTg] GAT GTG CCC GGG AGA TCG CCA CCG GTA CCC 
CGA TGT GCC CGG GAG ATC GCC ACC GGT ACC CC 
mut2XpipRPrc GGG GTA CCG GTG GCG ATC TCC CGG GCA CAT CGG 
GGT ACC GGT GGC GAT CTC CCG GGC ACA TC 
2XpipRP [BtnTg] TCG TGT AAA TTT CTC GAT AAC AAT TGC AAA ATC 
GTG TAA ATT TCT CGA TAA CAA TTG CAA AA 
2XpipRPrc TTT TGC AAT TGT TAT CGA GAA ATT TAC ACG ATC GTG 
TAA ATT TCT CGA TAA CAA TTG CAA AA 
 
2.1.5 Plasmide 
pAc5.1/V5-His A Expressionsvektor für Zellkultur (Invitrogen) 
pAc5.1::LacZ Expressionsvektor für Zellkultur mit βGal-Reporter (Invitrogen) 
pCR-TOPOII Klonierungsvektor (Invitrogen) 
pH-Stinger eGFP-Reportervektor (Barolo, Carver et al. 2000) 
C4PLZ βGal-Reportervektor zur Promotor-/Enhancer-Analyse (Barolo, 
Carver et al. 2000); GenBank Accession Number AF242365 
1500-mutB-us-pip-C4PLZ βGal-Reportervektor mit pipe-Promotor und deletiertem CRM 
Motiv B (Martin Technau) 
pCaSpeR4 Expressionsvektor (Thummel, Boulet et al. 1988) EMBL 
accession number X81645 
pWPI EMCV IRES-EGFP-Kasette (Didier Trono) 
pattB eukaryot. Expressionsvektor (Bischof, Maeda et al. 2007) 
pipeST2-pBS-SK+ pipe cDNA Isoform ST2 in pBluescript (Sen, Goltz et al. 1998) 
 




Drosophila Schneider 2-Zellen (S2-DRSC) (Schneider 1972) 
Serumfreies Kulturmedium SFX-Insect          HyClone 
FBS (Fetal Bovine Serum) Gibco 
  
2.1.7 Software 
Microsoft Office  Microsoft 
Photoshop CS5 Adobe 
ImageJ Freeware (http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) 
Sequencher 4.9 GeneCode 
pDRAW32 Freeware (http://www.acaclone.com/) 
Oligo Calculator version 3.25 Freeware 
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html)
Primer3 Freeware (http://frodo.wi.mit.edu) 
Axio Vision 4.8.2  Carl Zeiss Vision GmbH 
Sigma Plot 8.0 SPSS Inc. 
 
2.1.8 Mikroskopie 
Als Mikroskop für Durchlicht- sowie Fluoreszenz-Mikroskopie wurde das Axioplan 2 von 
Zeiss benutzt, das mit einer HBO 100W UV-Lampe und einer AxioCam color 412-312 Digital-
Kamera, ausgestattet ist. Die Software Axio Vision Version 2.0.5 (Carl Zeiss Vision GmbH) 
wurde auf einem Standard-PC verwendet. Für die Zellkultur-Dokumentation wurde zusätzlich 
das Fluoreszenz-Stereomikroskop Lumar V12 Stereo von Zeiss benutzt. Für die 
Dokumentation der Dorsal-Venus-Expression wurde ein Axioplan Imager.Z2 mit ApoTome.2 
von Zeiss, das mit einer HXP 120C UV-Lampe und einer AxioCam MRm ausgestattet war, 
benutzt. Die Software Axio Vision version 4.8.2 (Carl Zeiss Vision GmbH) wurde auf einem 
Standard-PC verwendet.  
 
 




2.2.1 Arbeiten mit Fliegen 
Die Fliegenhaltung erfolgte unter Standardbedingungen (Ashburner and Roote 2007; 
Ashburner and Roote 2007). 
 
2.2.1.1 Keimbahn-Transformation 
Transgene Fliegen wurden mittels DNA-Mikroinjektion in Blastoderm-Embryonen wie von 
Spradling und Rubin (Rubin and Spradling 1982) oder wie von Fish (Fish, Groth et al. 2007) 
beschrieben, erzeugt. Im Falle der P-Element-Transgenese wurden die Konstrukte jeweils in 
einer Konzentration von 0,6 mg/ml mit 0,1 mg/ml ∆2-3 Helfer-DNA (Rubin, Hazelrigg et al. 
1985; Laski, Rio et al. 1986) in Injektionspuffer (0,1 mM Phosphatpuffer [pH 7.4], 5 mM KCl) 
mit 2% Phenolrot injiziert. Im Falle der Sequenz-spezifischen Transgenese wurden die 
Konstrukte in einer Konzentration von 0,4 mg/ml in Injektionspuffer mit 2% Phenolrot injiziert. 
Die geschlüpften Fliegen wurden mit w1118-Balancer-Stämmen verkreuzt. In der folgenden 
Generation wurden Fliegen mit orangen/rötlichen Augen positiv selektioniert und zur 
Etablierung homozygoter als auch balancierter Stämme verwendet. 
 
2.2.1.2 Induktion von Keimbahnklonen  
Geschlüpfte weibliche Fliegen mit den benötigten Genotypen (hs::FLP/actin>CD2>Gal4;        
UAS-VML-RFP/Gla;UASpipST2pipC14/UASpipST2pip684 oder hs::FLP/actin>CD2>Gal4;       
UAS-VML-RFP/Gla;UASpipST2pipC14/TM2) wurden für drei Tage bei 25°C auf behefte 
Futterröhrchen gesetzt. Zur Kloninduktion wurden die Röhrchen für 2:30 min. in ein 37°C 
warmes Wasserbad gestellt. Anschließend wurden die Fliegen zur Eiablage in belüftete 
Plastikröhrchen auf behefte Apfelsaftagarplatten gesetzt. Nach 48, 72 und 96 Std. wurden 
die Eier mit einem Pinsel abgesammelt, mit 3S-Öl (Voltalef) überschichtet und die Lage und 
Größe der induzierten Klone mit Hilfe eines fluoreszenten Stereomikroskops dokumentiert.  
Das 3S-Öl wurde danach mit Hilfe von Heptan abgespült, die Embryonen dechorionisiert, 
fixiert und für in-situ-Hybridisierungen verwendet.  
Zum Nachweis, dass im Follikelepithel induzierte Klone durch Einbau des fluoreszenten 
Pipe-Substrats VML-RFP in der Eihülle repräsentiert werden, wurde die GFP-Expression in 
Ovarien von Fliegen des Genotyps hs::FLP/actin>CD2>Gal4;UAS-VML-RFP14/UAS-
GFP60.5 mittels Antikörperfärbung visualisiert. 
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2.2.1.3 Uniforme pipe-Expression  
Um die Auswirkungen einer uniformen pipe-Expression auf die Musterbildung im Embryo zu 
untersuchen, wurde pipe mit Hilfe des UAS/Gal4-Systems in einem pipe-negativen 
Hintergrund oder in einem wildtypischen Hintergrund in Ovarien überexprimiert. Fliegen mit 
dem Genotyp Cy2-Gal4/CyO;UASpipST2pipC14/UASpipST2pip684 bzw. Traffic jam-Gal4/CyO; 
UASpipST2pipC14/UASpipST2pip684 oder Cy2-Gal4/CyO;UASpipST2pipw/e/+ bzw. Traffic jam-
Gal4/CyO;UASpipST2pipw/e/+ wurden für mindestens drei Tage bei 18 °C, 25°C oder 29°C 
gehalten. Zur Eiablage wurden sie bei der jeweiligen Temperatur in belüfteten 
Plastikröhrchen auf behefte Apfelsaftagarplatten gesetzt. Nach vier Std. wurden die 
Embryonen abgesammelt und für eine spätere in-situ-Hybridisierung fixiert. 
 
2.2.1.4 Fixierung von Embryonen 
Die abgesammelten Embryonen wurden mit einem Pinsel von der Apfelsaftagarplatte 
abgesammelt und in ein Drahtkörbchen überführt. Nach Abwaschen der Hefe wurden die 
Embryonen mit 50%-igem NaOCl dechorionisiert, erneut mit Wasser gewaschen und dann in 
Fixierungslösung (5 ml 4%-iges Formaldehyd/PBS, 5 ml Heptan) überführt und leicht 
geschüttelt. Nach 20 min. wurde die untere Formaldehyd-haltige Phase abgenommen und 
durch das gleiche Volumen Methanol ersetzt. Durch starkes Schütteln wurden die 
Embryonen devitellinisiert. Die Embryonen wurden in Reagiergefäße überführt und in 
Methanol bei -20°C gelagert. 
 
2.2.1.5 Anfertigung von Eihüllen- und embryonalen Kutikula-Präparaten 
Fliegen des gewünschten Genotyps wurden zur Eiablage in belüfteten Plastikröhrchen auf 
behefte Apfelsaftagarplatten gesetzt. Für Eihüllenpräparate wurden nach 24 Std. die Wildtyp-
Eier, nach 48 Std. die Eier der Mutanten mit einem Pinsel abgesammelt, in einem 
Drahtkörbchen mit Wasser gewaschen und anschließend auf einem Objektträger mit 
Hoyer´s-Medium und Milchsäure (1:1) eingebettet. Zur Herstellung der Kutikula-Präparate 
wurden die Embryonen vor dem Einbetten mit 50%-igen NaOCl dechorionisiert. Vor dem 
Fotografieren wurden die Präparate für mindestens 24 Std. bei 60°C geklärt. 
 
2.2.1.6 Präparation und Fixierung von Ovarien 
Fünf bis zehn frisch geschlüpfte Weibchen wurden drei bis vier Tage vor der Präparation der 
Ovarien in behefte Futterröhrchen gesetzt. Die Präparation der Ovarien erfolgte unter einem 
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Stereobinokular in kalten PBT (PBS mit 0,1% Triton-X). Für die Antikörperfärbung wurden 
die Ovarien für 10 min. in 4%-igem Formaldehyd/PBT fixiert. Anschließend wurden sie für die 
Färbungen verwendet.  
Für die in-situ-Hybridisierung wurden die Ovarien zunächst für 20 min. in 200 µl 4%-igem 
Formaldehyd/PBT (PBS mit 0,1% Tween), 20 µl DMSO und 600 µl Heptan fixiert. Die 
Heptan- sowie Formaldehyd-Phase wurden entnommen und die Ovarien nochmals für 5 min. 
in 500 µl frischem 4%-igen Formaldehyd/PBT fixiert. Nach viermaligem Waschen mit 0,1%-
igem PBT wurden die Ovarien direkt für die in-situ-Hybridisierung verwendet oder in 1 ml 
Methanol bei -20°C gelagert. 
 
2.2.1.7 Antikörper-Färbung an Ovarien 
Fixierte Ovarien wurden eine Stunde in 1%-igem BSA/PBT (PBS mit 0,1% Triton-X) 
inkubiert, um unspezifische Antikörper-Bindestellen zu blockieren. Darauf erfolgte die 
Inkubation mit dem/den primären Antikörper/n in PBT (PBS mit 0,3% Triton-X) bei 4°C über 
Nacht. Am folgenden Tag wurden die Ovarien zuerst dreimal mit 0,1%-igem PBT 
gewaschen. Danach wurden unspezifische Bindestellen durch eine einstündige Inkubation in 
10%-igem NGS/PBT blockiert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem/den sekundären 
Antikörper/n für zwei bis drei Std. bei Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen mit 
0,1%-igem PBT wurden die Ovarien für die anschließende Mikroskopie in Vectashield mit 
DAPI (Linaris) eingebettet. 
 
2.2.1.8 Herstellung von Sonden für in-situ-Hybridisierung 
Primerdesign: 
Für das Primer-Design wurde die Online-Version des Programms Primer3 verwendet. Die 
Sequenz der pri-miRNA wurde als Template benutzt. Folgende Parameter wurden 
verwendet: Produktgröße 700-800 bp, maximale Primerlänge 20-22 bp. Im Falle des 
Forward- Primer wurde die Sequenz GGCCGCGG an das 5´-Ende angehängt, während an 
das 5´-Ende des Reverse-Primers die Sequenz CCCGGGGC angehängt wurde.  
 
PCR: 
In einer ersten PCR wurde mit dem Reaktionsmix Red Taq (Sigma) und beiden Primern aus 
genomischer DNA oder cDNA die Sequenz der pri-miRNA amplifiziert (Annealing-
Temperatur 57°C, 35 Zyklen á 1 min.). Zur Herstellung eines Templates für eine markierte 
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antisense-Sonde wurde der genspezifische Forward-Primer sowie der 3´T7 Universal-Primer 
verwendet. Das Template für die sense-Sonde wurde mit dem genspezifischen Reverse-
Primer und dem 5´T7 Universal-Primer amplifiziert. Für die zweite PCR wurden die gleichen 
Parameter wie bei der ersten PCR verwendet.   
 
Herstellung von Digoxigenin/Biotin-markierten Sonden: 
Für die Markier-Reaktion wurde folgender Ansatz pipettiert: 8 µl RNAse-freies H2O, 2 µl Dig- 
oder Biotin-labeling mix (Roche), 2 µl Transkriptionspuffer sowie 2 µl T7 RNA-Polymerase 
(Ambion T7 Maxiscript Kit), 6 µl PCR-Produkt. Das Reagiergefäß wurde für zwei bis vier Std. 
bei 37°C inkubiert. Die Transkription wurde durch das Zufügen von 30 µl H2O, 50 µl 2x Stop-
Lösung (0,2 M NaAc, 1% HAc, pH 6,0), 5 µl tRNA sowie 10 µl 5 M LiCl gestoppt. Nach dem 
Zufügen von 300 µl 100% Ethanol wurde die RNA für 30 min. bei -20°C gefällt und 
anschließend bei 4°C für 15 min. mit 14000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde 
dekantiert und 300 µl 70%-iges Ethanol zugegeben. Nach erneuter Zentrifugation für 5 min. 
wurde der Überstand abgenommen und das RNA-Pellet getrocknet. Zuletzt wurde das Pellet 
in 100 µl Hybridisierungslösung (HL: 50% Formamid; 5xSSC; 50 µl/ml Heparin; 0,2% Tween) 
aufgenommen und bei -20°C gelagert. 
 
2.2.1.9 in-situ-Hybridisierung  
Alle nicht fluoreszenten in-situ-Hybridisierungen wurden mit Digoxigenin-markierten RNA-
Sonden durchgeführt. Die Ovarien oder Embryonen wurden in 1:1 MeOH/PBT (0,2% Tween) 
rehydriert. Nach mehrfachem Waschen mit 0,2%-igen PBT wurden die Ovarien oder 
Embryonen erneut für 20 min. mit 4%-igen Formaldehyd/PBT fixiert. Embryonen wurden 
nach erneutem Waschen mit PBT für 5 min., Ovarien für 10 min. mit 50 µg/ml Proteinase K 
in PBT verdaut. Der Proteinase K-Verdau wurde durch eine 2-minütige Inkubation mit           
2 mg/µl Glycin in PBT abgestoppt. Anschließend wurden die Ovarien/Embryonen für einige 
Male mit PBT gewaschen und erneut für 20 min. mit 4%-igen Formaldehyd refixiert. 
Nachdem drei Waschschritte mit PBT erfolgt waren, wurden die Ovarien oder Embryonen 
zuerst 10 min. in 1:1 Hybridisierungslösung/PBT und anschließend weitere 10 min. in 100%-
iger Hybridisierungslösung (HL: 50% Formamid; 5xSSC; 50µg/ml Heparin; 0,2% Tween) 
inkubiert. Es folgte eine Prähybridisierung bei 55°C in HL mit 100 µg/ml ssDNA. Die 
Inkubation mit der RNA-Sonde erfolgte über Nacht bei 55°C in HL. Am folgenden Tag 
wurden die Ovarien/Embryonen bei 55°C erst drei Mal kurz mit warmer HL gewaschen, 
danach vier Mal für 30 min. mit HL inkubiert. Darauf folgten jeweils 10-minütige 
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Waschschritte mit 4:1, 3:2 und 2:3 (v/v) HL/PBT bei 55°C. Der letzte Waschschritt mit 1:4 
(v/v) HL/PBT erfolgte bei Raumtemperatur. Zum Blockieren unspezifischer Bindestellen 
wurden die Ovarien oder Embryonen zweimal 20 min. mit 1%-igen BSA/PBT inkubiert. Die 
Inkubation mit dem AP-konjugierten anti-Digoxigenin-Antikörper erfolgte über Nacht bei 4°C. 
Am folgenden Tag wurden die Ovarien oder Embryonen drei Mal kurz und darauf dreimal für 
15 min. mit PBT gewaschen. Danach wurden sie dreimal für 5 min. in AP-Puffer (100 mM 
NaCl, 50 mM MgCl2, 100 mM Tris [pH 9,5], 0,2% Tween)  inkubiert. Für die Färbung wurden 
die Ovarien und Embryonen in Glasschälchen überführt und so lange mit 500 µl Färbelösung 
(500 µl AP-Puffer + 20 µl NBT/BCIP Stock Solution (Roche)) inkubiert bis eine Farbreaktion 
zu erkennen war. Diese wurde durch mehrfaches Waschen mit PBT abgestoppt. Die 
Präparate wurden dann 10 min. in 50%-igem Glycerin inkubiert und zuletzt in 100% Glycerin 
auf Objektträgern mit Glasspacern eingebettet.  
Zum Nachweis von miRNAs wurde nach dem oben aufgeführten Protokoll vorgegangen. Der 
Verdau mit Proteinase K und die anschließende Glycin-Inkubation wurde durch eine 
halbstündige Inkubation mit 0,5%-igen SDS ersetzt. Die Prähybridisierung erfolgte für sechs 
bis acht Stunden während die Inkubation mit der RNA-Sonde für mindestens 24 Std. erfolgte 
(Aboobaker, Tomancak et al. 2005). 
 
2.2.1.10 Fluoreszente in-situ-Hybridisierung  
Die Embryonen wurden in 1:1 (v/v) MeOH/PBT (PBS mit 0,1% Tween) rehydriert. Nach 
mehrfachem Waschen mit PBT wurden die Embryonen für 5 min. mit 5 µg/ml Proteinase K in 
PBT verdaut. Anschließend wurden die Embryonen für einige Male mit PBT gewaschen und 
dann für 25 min. mit 5%-igem Formaldehyd refixiert. 
Nachdem drei Waschschritte mit PBT erfolgt waren, wurden die Embryonen zuerst 5 min. in 
1:1 (v/v) Hybridisierungslösung/PBT inkubiert. Darauf erfolgte die Prähybridisierung bei 55°C 
in Hybridisierungslösung (HL: 50% Formamid; 5xSSC; 2% SDS, 2% Blocking reagent BBR 
(Roche), 50 µg/ml Heparin, 250 µg/ml tRNA). Die Inkubation mit den DNA-Sonden erfolgte 
über Nacht bei 55°C in HL.  
Am folgenden Tag wurden die Embryonen bei 55°C dreimal für 25 min. in Hyb-Wash (50% 
Formamid; 2xSSC; 1% SDS, 0,1% Tween) und anschließend bei RT für 5 min. in 1:1 (v/v) 
Hyb-Wash/MABT sowie viermal 10 min. in MABT inkubiert (MABT: 1xMAB (5xMAB: 58 g 
Maleinsäure, etwa 32 g NaOH-Pellets, 43,8 g NaCl [pH 7.5]), 0,1% Tween). 
Zum Blockieren unspezifischer Bindestellen wurden die Embryonen für eine Stunde in       
2% BBR/10% NGS/MABT inkubiert. Die Inkubation mit dem AP-konjugierten anti-Biotin-
Antikörper sowie dem POD-konjugierten anti-Digoxigenin-Antikörper erfolgte über Nacht bei 
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4°C. Am folgenden Tag wurden die Embryonen viermal für 15 min. mit MABT gewaschen. 
Danach wurden sie zweimal für 5 min. in AP-Puffer (100 mM NaCl, 50 mM MgCl2,100 mM 
Tris [pH 9,5], 0,1% Tween)  inkubiert. Für die Detektion der Biotin-markierten Sonden wurde 
eine Fast Red Tablet (Roche) in 2 ml AP-Puffer gelöst und diese Lösung durch eine Nylon-
Membran (0,2 µm) filtriert. Je benötigtem ml Fast Red-Färbelösung wurden 10 µl HNPP-
Lösung (Roche) hinzugegeben. Die Embryonen wurden in Glasschälchen überführt und so 
lange mit der Färbelösung inkubiert bis eine Farbreaktion zu erkennen war. Diese wurde 
durch mehrfaches Waschen mit PBT abgestoppt.  
Die darauf folgende Detektion der Digoxigenin-markierten Sonde erfolgte mit dem TSA 
detection kit with alexa488 tyramide (Molekular Probes). Dazu wurden die Embryonen in 
Amplification Buffer mit 0,003% H2O2 überführt und nach Zugabe von 1 µl Tyramide-Lösung 
für zwei Stunden im Dunkeln bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde durch mehrfaches 
Waschen mit PBT abgestoppt. Nach dreimaligem Waschen mit PBT wurden die Embryonen 
für die anschließende Mikroskopie in Vectashield mit DAPI (Linaris) eingebettet. 
 
2.2.2 Molekularbiologische Arbeiten 
2.2.2.1 Klonierung der pipe-LacZ Reporterkonstrukte 
Die pipe-LacZ-Konstrukte, bei denen das Motiv B aus seiner ursprünglichen Position deletiert 
und an den Positionen -1 sowie -1500 bp relativ zum Transkriptionsstart wieder integriert 
wurde, wurden wie folgt erzeugt. Jeweils 1 µg der 5´-phosphorylierten Oligonukleotide Bam-
ReprBS und Bam-ReprBS-rev oder Eco-ReprBS und Eco-ReprBS-rev wurden in 
Renaturierungspuffer (10 mM Tris/HCl [pH 8,1], 1 mM EDTA, 50 mM NaCl) für 3 min. auf 
95°C erhitzt und dann langsam abgekühlt. Mit Hilfe der BamH1-Überhänge wurde das 
doppelsträngige Motiv B dann 1500 bp oberhalb des LacZ-Transkriptionsstarts in das mit 
BamH1 verdaute Plasmid 1500-mutB-us-pip-C4PLZ ligiert. Die durch einen EcoR1-
Restriktionsverdau erzeugten EcoR1-Überhänge ermöglichten die Ligation des Motiv B in 
den EcoR1-verdauten Vektor direkt vor den Transkriptionsstart des LacZ-Reportergens.  
 
2.2.2.2 Klonierung der GFP-Fusionskonstrukte 
Klonierung des EGFP-Pipe-Fusionsproteins: 
Zur Herstellung eines EGFP-Pipe-Fusionsproteins wurde die Fusions-PCR genutzt 
(Shevchuk, Bryksin et al. 2004). Zuerst wurden in separaten PCRs der ORF von eGFP mit 
Hilfe der Primer BamH1 EGFP pattB F und EGFP-pipeFusionpr. R aus pHStinger sowie der 
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pipe ORF samt 3´-UTR mit Hilfe der Primer Xho1 pipe UTR R und EGFP-pipeFusionpr. R 
aus pipeST2-pBS-SK+ mit dem Expand High Fidelity PCR System (Roche) amplifiziert. Die 
PCR-Produkte wurden über ein Agarosegel aufgetrennt und mit Hilfe des Zymoclean Gel 
DNA Recovery Kit (Hiss) aufgereinigt.  
In einer zweiten PCR wurden jeweils 100 ng der gereinigten PCR-Produkte mit den Primern 
EcoR1 pipe ORF F und Xho1 pipe UTR R eingesetzt. Für die fünf Fusionsschritte, in 
welchen sich die komplementären Überhänge der Fusionsprimer zusammenlagern, wurden 
folgende Parameter gewählt: Erhitzen auf 94°C für 1 min., 5 Zyklen mit 30 sek. bei 94°C,      
1 min. bei 55°C und 2 min. bei 72°C. Direkt im Anschluss erfolgte eine Standard-PCR nach 
Angaben des Expand High Fidelity PCR System, um das entstandene Fusionsprodukt für die 
nachfolgende TOPO-Klonierung zu amplifizieren. Die Klonierung des Fusions-PCR-
Produktes in den pCR-TOPOII-Vektor erfolgte nach Angaben des Herstellers. Das 
Fusionsprotein wurde mittels eines EcoR1/Xho1-Doppelverdaus aus dem pCR-TOPOII-
Vektor herausgeschnitten und in den simultan verdauten pCaSpeR4 ligiert.  
 
Deletion potentieller miRNA-Bindestellen aus der pipe 3´-UTR: 
Die Deletion der miRNA-Bindestellen aus der 3´-UTR von pipe erfolgte mit Hilfe einer 
Fusions-PCR (s.o., (Shevchuk, Bryksin et al. 2004). In zwei separaten PCRs wurden mit den 
Primern Xba1FuspipeDUTR F und Fusionprimer R sowie Xho1 UTR R und Fusionprimer F 
die Bindestellen flankierende Bereiche amplifiziert. In einer zweiten PCR wurden die 
aufgereinigten PCR-Produkte fusioniert. Folgende Parameter wurden gewählt: Erhitzen auf 
94°C für 1 min., 5 Zyklen mit 30 sek. bei 94°C, 1 min. bei 55°C und 1 min. bei 72°C. Direkt im 
Anschluss erfolgte eine Standard-PCR. Die verkürzte 3´-UTR wurde dann in pCR-TOPOII 
ligiert. Durch einen Doppelverdau mit Xba1 und Xho1 wurde die 3´-UTR ausgeschnitten und 
in den simultan verdauten pCaSpeR4 ligiert. Das EGFP-Pipe Fusionsprotein wurde in 
diesem Falle mit den Primern BamH1 EGFP pattB F und Xba1FuspipeDUTR R amplifiziert 
und in den BamH1/Xba1 verdauten 3´-UTR-pCaSpeR4 ligiert. 
 
Klonierung der internen Promotor-Deletionen:  
Die Region 1,5 kb oberhalb des Transkriptionsstarts und die 5´-UTR von pipe wurden mit 
den Primern EcoR1pipePromotor F sowie BamH1pipePromotor R mit Hilfe des Expand High 
Fidelity PCR System aus genomischer DNA amplifiziert und in den pCR-TOPOII-Vektor 
ligiert.  
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Die interne Deletion des Motiv B und des Motiv 69 erfolgte mit Hilfe einer Fusions-PCR (s.o., 
(Shevchuk, Bryksin et al. 2004). Als Fusionsprimer dienten DeltaB Fus F und DeltaB Fus R 
sowie Delta69 Fus F und Delta69 Fus R, deren Überhänge aus den die Motive flankierenden 
Sequenzen bestanden. In der zweiten PCR wurden jeweils 100 ng der aufgereinigten PCR-
Produkte (s.o.) mit den Primern EcoR1pipePromotorF und BamH1pipePromotor R einge-
setzt. Für die fünf Fusionsschritte wurden folgende Parameter gewählt: Erhitzen auf 94°C für 
1 min., 5 Zyklen mit 30 sek. bei 94°C, 1 min. bei 55°C und 1 min. bei 72°C. Direkt im 
Anschluss erfolgte eine Standard-PCR. Die Klonierung des Fusions-PCR-Produktes in den 
pCR-TOPOII-Vektor erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Promotoren wurden mittels 
eines BamH1/EcoR1-Doppelverdaus aus dem pCR-TOPOII-Vektor herausgeschnitten und in 
den simultan verdauten eGFP-pipe-pCaSpeR4 oder eGFP-pipe-∆UTR-pCaSpeR4 ligiert. 
Zuletzt wurde das eGFP-pipe-Fusionskonstrukt samt jeweiligem Promotor mit Hilfe von 
EcoR1 und Xho1 aus pCaSpeR4 herausgeschnitten und in pattB ligiert.  
 
2.2.2.3 Klonierung des Pipe-IRES-GFP-Konstrukts 
Die IRES-eGFP-Kassette wurde mit den Primern pipeIRES Fus F und EGFPUTRFus R aus 
pWPI amplifiziert. Die 3´-UTR von pipe wurde mit den Primern EGFPUTRFus F und Xba 
UTR R aus pipeST2-pBS-SK+ amplifiziert, der ORF von pipe mit den Primern EcoR1 pipe 
ORF F und pipeIRES Fus R. In allen Fällen wurde das Expand High Fidelity PCR System 
verwendet. Die Fusions-PCR (Shevchuk, Bryksin et al. 2004) wurde genutzt, um den ORF 
sowie die 3´-UTR von pipe mit der IRES-eGFP-Kassette zu fusionieren. Von den zuvor 
amplifizierten PCR-Fragmenten wurden jeweils 100 ng des aufgereinigten Produkts in einer 
zweiten PCR mit den Primern EcoR1 pipe ORF F und Xba UTR R eingesetzt. Für die fünf 
Fusionsschritte wurden folgende Parameter gewählt: Erhitzen auf 94°C für 1 min., 5 Zyklen 
mit 30 sek. bei 94°C, 1 min. bei 55°C und 2 min. bei 72°C. Direkt im Anschluss erfolgte eine 
Standard-PCR. Das Fusions-Produkt wurde zuerst in pCR-TOPOII ligiert. Danach wurde es 
durch einen Doppelverdau mit EcoR1 und Xba1 wieder herausgeschnitten und in den 
simultan verdauten pattB ligiert.  
 
2.2.2.4 Klonierung der Promotorkonstrukte für Zellkultur 
Klonierung des GFP-Reporter in pAc5.1/A: 
Der ORF von eGFP wurde mit den Primern pAc5.1EGFP EcoR1 F und pAc5.1EGFP Xho1 R 
mit Hilfe des Expand High Fidelity PCR System aus pH-Stinger amplifiziert. Das PCR-
Produkt wurde aufgereinigt und in den pCR-TOPOII ligiert. Durch einen Doppelverdau mit 
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EcoR1 und Xho1 wurde der eGFP-ORF wieder ausgeschnitten und in den simultan 
verdauten pAc5.1 ligiert.  
Die Fusions-PCR (Shevchuk, Bryksin et al. 2004) wurde genutzt, um die Repressor-
elemente, zum einem das Motiv 2 und zum anderen das Motiv B in den Actin5C-Promotor zu 
integrieren. In einer ersten PCR wurde mit dem BglIIActin F und dem Insertionpr. 2/B R das 
distale Fragment sowie mit EcoR1 Actin R und Insertionpr. 2/B F das proximale Fragment 
aus dem Vektor pAc5.1/V5-His A mit dem Expand High Fidelity PCR System amplifiziert. In 
der zweiten PCR wurden jeweils 100 ng der aufgereinigten PCR-Produkte (s.o.) mit den 
Primern BglIIActin F und EcoR1 Actin R eingesetzt. Für die fünf Fusionsschritte wurden 
folgende Parameter gewählt: Erhitzen auf 94°C für 1 min., 5 Zyklen mit 30 sek. bei 94°C,      
1 min. bei 55°C und 1 min. bei 72°C. Direkt im Anschluss erfolgte eine Standard-PCR. Die 
Fusions-Produkte wurden zuerst in pCR-TOPOII ligiert. Danach wurden sie durch einen 
Doppelverdau mit BglII und EcoR1 wieder herausgeschnitten und in den simultan verdauten 
pAc5.1::eGFP ligiert.  
 
2.2.3 Zellkultur 
2.2.3.1 Revitalisierung der S2-Zellen  
Alle Arbeiten wurden unter einer sterilen Werkbank (Kojair 2009) durchgeführt.  
Nach der Entnahme eines Cryo-Konservierungsröhrchens mit S2-Zellen aus dem 
Gefrierschrank, wurde vorgewärmtes Nährmedium (SFX/10% FBS) tropfenweise auf die 
Zellen gegeben, um diese zügig aufzutauen. Die Zellsuspension wurde daraufhin in eine         
25 cm2-Kulturflasche überführt, in welche bereits 5 ml Nährmedium vorgelegt worden waren. 
Nachdem die Zellen sich abgesetzt hatten, wurde der Mediumüberstand abgesaugt und 
durch 5 ml frisches Nährmedium ersetzt, um das zytotoxische DMSO zu entfernen.  
 
2.2.3.2 Kulturbedingungen 
Die S2-Zellen wurden in FBS-haltigem Nährmedium (SFX/10% FBS) bei 25°C in 25 cm2-
Kulturflaschen bis zur Konfluenz kultiviert. Abhängig von der Zelldichte wurden die Zellen alle 
zwei bis drei Tage mit frischem Nährmedium versorgt oder subkultiviert. 
 
2.2.3.3 Subkultivierung 
48 Stunden nach Aussaat der Zellen erfolgte die Überprüfung der Zellkonfluenz. Passagen, 
die das Kriterium erfüllten, wurden für folgend beschriebene Subkultivierung verwendet. 
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Die adhärenten Zellen wurden durch Klopfen von der Oberfläche der Kulturflasche gelöst 
und ausgiebig durch mehrmaliges Aufziehen mit einer sterilen Glaspipette resuspendiert. 
Von diesem Zellsuspensat wurde jeweils 1 ml in eine neue Kulturflasche, in die 5 ml frisches 
Nährmedium vorgelegt worden waren, überführt. Erfolgte nach 48 Stunden keine 
Subkultivierung, da die erwünschte Zelldichte noch nicht erreicht war, wurde lediglich das 
vorhandene Medium abgesaugt und für 24 Stunden neues Kulturmedium hinzugegeben. 
 
2.2.3.4 Zellzählung und Vitalitätstest mit Trypanblau 
Von der Zellsuspension wurden 20 µl mit 80 µl einer 0,125%-igen Trypanblaulösung 
gemischt. 20 µl dieses Ansatzes wurden auf eine Neubauer-Zählkammer pipettiert und die 
S2-Zellen unter dem Axioplan 2-Mikroskop von Zeiss gezählt. Abgestorbene Zellen nehmen 
auf Grund der zerstörten Plasmamembran den Farbstoff Trypanblau auf und sind so gut von 
lebenden, nicht gefärbten Zellen zu unterscheiden. Nach dem Auszählen von 4 x 16 








2.2.3.5 Subkultivierung für transiente Kotransfektion 
Die zu 70-80% konfluenten Zellen einer 25 cm2-Kulturflaschen wurden abgeklopft, resus-
pendiert und in ein 15 ml Falcon überführt. Nach dem pelletieren der Zellen für 5 min. bei 
1000 g in einer Schwenkrotorzentrifuge Multifuge 3SR+ (Thermo Scientific) wurde das alte 
Nährmedium abgesaugt und das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert, sodass 3x105 
lebende Zellen/ml vorlagen. In jede Vertiefung einer 24 well-Platte wurde 1 ml Zellsuspensat 
gegeben. Die Inkubation der Zellen erfolgte für 24 Std. bei 25°C, so dass ein konfluentes 
Wachstum erreicht wurde. Am Tag der Transfektion wurde das alte Medium abgesaugt und 
0,5 ml frisches Medium hinzugegeben. 
 
2.2.3.6 Transiente Kotransfektion 
Die Reportergen-Konstrukte (pAc5.1::eGFP mit normalem Actin5C-Promotor oder 
pAc5.1/MotB/2::eGFP mit integrierten Repressorelementen) wurden mittels des 
TransFectinTM Lipid Reagent (BioRad) in S2-Zellen eingebracht. Dabei diente der 
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kotransfizierte Vektor pAc5.1::LacZ zum Vergleich der Transfektionseffizienz der 
unterschiedlichen Ansätze.  
Für die Transfektion wurden pro Reaktionsansatz 2 μl Transfektionsreagenz in 50 μl 
serumfreiem SFX-Medium verdünnt. Anschließend wurden jeweils 0,5 μg des Normali-
sierungsvektors pAc5.1::LacZ und 0,5 μg des Reportervektors pAc5.1::eGFP in 50 µl 
serumfreien SFX verdünnt. Nach Zugabe der verdünnten DNA zum Transfektionsreagenz 
wurden die Ansätze 30 min. inkubiert. 
Der DNA-Reagenz-Komplex wurde dann tropfenweise auf die Zellen gegeben. Nach 48 Std. 
erfolgte eine Antikörper-Färbung gegen βGal und EGFP um den möglichen Einfluss der 
Repressorelemente im Actin5C-Promotor auf die Reportergen-Expression zu visualisieren. 
 
2.2.3.7 Antikörperfärbung an S2-Zellen 
48 h nach der transienten Transfektion wurde das Nährmedium abgesaugt, die Zellen 
dreimal mit PBT gewaschen und 10 min. mit 4%-igen Formaldehyd fixiert. Nach Abnahme 
der Fixierungslösung wurden die Zellen erneut dreimal mit PBT gespült und dann 1 Std. in 
1%-igen BSA/PBT auf einem Rüttler inkubiert, um unspezifische Bindestellen zu blockieren. 
Nach Abnahme der BSA-Lösung wurden die Zellen über Nacht bei 4°C mit dem primären 
mouse anti-GFP und rabbit anti-βGal Antikörper (Endverdünnung 1:1000) inkubiert. Am 
darauf folgenden Tag wurde der primäre Antikörper abgenommen, die Zellen dreimal mit 
PBT gewaschen und 1 Std. mit 10% NGS/PBT inkubiert. Nach Abnahme der NGS-Lösung 
wurden die sekundären Antikörper goat anti-mouse AlexaFluor488 und goat anti-rabbit 
AlexaFluor555 (Endverdünnung 1:400) für 2 Std. hinzugegeben. Die Antikörperlösung wurde 
danach abgenommen, die Zellen dreimal mit PBT gewaschen und für die anschließende 
Mikroskopie in Vectashield mit DAPI (Linaris) eingebettet. 
 
2.2.3.8 Statistische Auswertung 
Alle Transfektionen wurden viermal durchgeführt. Die statistische Auswertung der Daten 
erfolgte mittels eines ungepaarten, zweiseitigen t-Tests. Statistische Signifikanz wurde als    
p < 0,05 definiert.  
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2.2.4 Biochemische Methoden 
2.2.4.1 Proteinextraktion aus S2-Zellen 
48 h nach erfolgter Kotransfektion wurden alle S2-Zellen aus den jeweiligen Kulturschalen 
entnommen und bei 1000 g in einer Schwenkrotorzentrifuge Multifuge 3SR+ für 5 min. 
pelletiert. Nach Abnahme des Mediumüberstandes wurde das Zellpellet in 20 μl Lysepuffer 
(0,15 M NaCl, 5 mM EDTA [pH 8,0], 10 mM Tris-Cl [pH 7,4], 1% Triton, 1:1000 5 M DTT, 
1:1000 100 mM PMSF in Isopropanol) gelöst und für 10 min. auf Eis inkubiert. Das Lysat 
wurde bei 14.000 rpm in einer Tischzentrifuge für 10 min. bei 4°C zentrifugiert. Danach 
wurde der Überstand, welcher die Proteine enthielt, in ein neues Reagiergefäß überführt und 
für die anschließende Protein-Gelelektrophorese verwendet.  
 
2.2.4.2 Proteinextraktion aus Ovarien 
Die Ovarien wurden in eiskaltem PBT präpariert und dann in 20 µl 2xSDS-Probenpuffer     
(120 mM Tris [pH 6,8], 0,2 M DTT, 12,8% Glycerol, 4% SDS, 0,1% Bromphenolblau) 
aufgenommen. Nach der Homogenisierung mit einem Platikpestill wurden die Proben mit 
14.000 rpm für 15 min. bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde daraufhin 3 min. lang auf 
95°C erhitzt und nach dem Abkühlen umgehend für die anschließende Protein-
Gelelektrophorese verwendet.  
 
2.2.4.3 DNA-Affinitätschromatographie 
Für die Isolierung des Repressors, der an das Motiv B im pipe-Promotor binden kann, wurde 
das µMACSTM FactorFinder Kit (Miltenyi Biotec) verwendet. 
 
Präparation der Zelllysate: 
Die Präparation der Zelllysate erfolgte auf Eis. Hierzu wurden 1 g Embryonen in 15 ml PBT 
mit Protease-/Phosphatase-Inhibitoren und PMSF (150 µl 0,1 M PMSF, 75 µl PIC, 75 µl      
0,2 M aktiviertes Natriumorthovanadat, 5 µl 0,2 M Phenylarsinoxid in PBS/0,1% Triton -X) 
gewaschen und dann in einem Glaszylinder mit Pestill homogenisiert. Dann wurde das Lysat 
für 1 min. bei 4°C mit 400 g zentrifugiert, um Vitellinmembranen und andere feste Bestand-
teile zu pelletieren. Der Überstand wurde in ein frisches Reagiergefäß überführt und erneut 
mit 1.100 g bei 4°C für 10 min. zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in 20 ml eiskaltem 
Zelllyse-Puffer (1,7 ml 1 M KCl, 1 ml 0,1 M HEPES, 100 µl 100% IGEPAL, 100 µl 0,2 M 
aktiviertes Natriumorthovanadat, 5 µl 0,2 M Phenylarsinoxid, 150 µl 0,1M PMSF, 75 µl PIC in 
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destilliertem Wasser, pH 8,0) resuspendiert. Die Lyse erfolgte dann durch drei Einfrier- und 
Auftau-Zyklen: Die Zellen wurden erst für 2 min. bei 37°C, dann für 5 min. bei -70°C 
inkubiert. Die Lysate wurden zuletzt für 5 min. mit 15.000 g bei 4°C zentrifugiert und der 
geklärte Überstand für die DNA-Affinitätschromatographie verwendet. 
 
Herstellung der „capture“-DNA: 
Die Herstellung der „capture“-DNA, bestehend aus der Sequenz von Motiv B sowie einer 
negativen Kontrolle, erfolgt genau nach Angaben des Herstellers mit den Biotin-gekoppelten 
Oligonukleotiden 2XpipRP und 2XpipRPrc sowie mut2XpipRP und mut2XpipRPrc.  
 
Magnetische Isolierung des Transkriptionsfaktors: 
Die Isolierung des TF erfolgte nach Angaben des Herstellers. Pro 100 µl Bindepuffer wurden 
8 µl Binding Enhancer, 40 µl Poly[dI:dC], 2 µl 0.2 M Phenylarsinoxid und 2 µl 0.2 M aktivier-
tes Natriumorthovanadat zugefügt. Alle Waschfraktionen wurden aufgefangen und die darin 
eluierten Proteine dann mittels SDS-PAGE aufgetrennt. 
 
2.2.4.4 SDS-PAGE  
Die Proteinextrakte der kotransfizierten S2-Zellen oder der Ovarien wurden über 12%-ige 
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Diese Gele bestanden aus einem Trenngel (3 ml 60% 
Mix, 2 ml 30%-iges Polyacrylamid/Bisacrylamid (37,5:1), 10 µl 40%-iges Ammoniumpersulfat 
(APS), 10 µl TEMED) und einem vorgeschaltetem Sammelgel (1,8 ml 90% Mix, 0,2 ml 30%-
iges Polyacrylamid/ Bisacrylamid (30:1), 10 µl 40%-igem APS, 10 µl TEMED).  
10 µl der Proteinextrakte wurden mit dem gleichen Volumen des 2xSDS-Probenpuffers   
(120 mM Tris [pH 6,8], 0,2 M DTT, 12,8% Glycerol, 4% SDS, 0,1% Bromphenolblau) 
gemischt und für 3 min. auf 95°C erhitzt. Der gesamte Extrakt wurde dann in die Taschen 
des Sammelgels gegeben. Als Größenstandard diente der SeeBlue® Plus2 Pre-Stained 
Standard (Invitrogen). Die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte für 90 min 
bei 200 V in 1 l Laufpuffer (3 g Tris, 1 g SDS, 14,4 g Glycin). 
60% Mix: 200 ml lower Tris, 160 ml Glycerin, 120 ml H2O 
90% Mix: 31 ml upper Tris, 80 ml H2O 
Lower Tris: 18,2 g Tris, 4 ml 10% SDS add H2O to 100 ml, add HCl to pH 8,8 
Upper Tris: 6,1 g Tris, 3 ml 10% SDS add H2O to 100 ml, add HCl to pH 6,7 
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2.2.4.5 Western-Blot und Protein-Detektion  
Das Proteinmuster des Gels wurde mit Hilfe des Tankblot-Verfahrens in einem vertikalen 
Puffertank auf eine Nitrocellulosemembran übertragen. Der Transfer der Proteine erfolgte für 
1 Std. bei 4°C mit 100 V in 1 l Transferpuffer (5,8 g Tris, 2,92 g Glycin, 0,375 g SDS, 200 ml 
Methanol). Nach dem Blotten wurde die Membran für eine Stunde in Blockpuffer (10 mM Tris 
[pH 7,5], 150 mM NaCl, 3% Milchpulver, 0,1% Tween) inkubiert. Anschließend wurde die 
Membran über Nacht bei 4°C mit dem primären Antikörper mouse anti-β-Actin inkubiert. Am 
folgenden Tag wurde die Membran dreimal für 10 min. mit Blockpuffer gewaschen, bevor 
diese dann für eine Stunde mit dem Sekundärantikörper anti-mouse HRP inkubiert wurde. 
Zur Detektion des gebundenen Sekundärantikörpers wurde das ECL Western Blotting 
Substrate (Pierce) eingesetzt. Die Chemilumineszenz wurde durch die Exposition eines 
Autoradiographiefilms (Kodak) nachgewiesen. Die Expositionszeit lag bei 5 Minuten.  
Nach der Detektion von β-Actin wurde die Membran für 30 min. bei 55°C in Strip-Lösung 
(16,5 ml 1 M Tris [pH 6,8], 50 ml 10% SDS, 1,8 ml β-Mercaptoethanol) inkubiert, um die 
Antikörper abzulösen. Anschließend erfolgte die Detektion von GFP und LacZ mittels der 
Primärantikörper rabbit anti-GFP und rabbit anti-βGal sowie dem Sekundärantikörper anti-
rabbit HRP.  
Der unspezifische Nachweis des gesamten Proteinmusters auf der Nitrocellulosemembran 
erfolgte mit dem ProteoSilver™ Silver Stain Kit (Sigma-Aldrich). 
 
2.2.5 Analyse der cis-regulatorischen Region von pipe 
Durch die Analyse der hoch konservierten cis-regulatorischen Sequenz zwischen -1135 und 
-985 bp im pipe-Promotor von Drosophila melanogaster sollten potentielle Sequenzmotive 
von Transkriptionsfaktoren identifiziert werden. Um phylogenetische Daten berücksichtigen 
zu können, wurde daher mit dieser Sequenz gegen die verfügbaren Genome der 
verschiedenen Drosophiliden (D. simulans, D. sechellia, D. yakuba, D. erecta, D. ananassae, 
D. pseudoobscura, D. persimilis, D. willstoni, D. mojavensis, D. virilis, D. grimshawi) 
geblastet (http://flybase.org/blast/). Mit Hilfe des Programms ClustalW wurden ein multiples 
Alignment der zwölf identifizierten Sequenzen durchgeführt (http://www.ebi.ac.uk/Tools/ 
msa/clustalw2/) und dieses mit dem Programm Unipro UGENE dargestellt 
(http://ugene.unipro.ru). Die Bereiche mit der höchsten Sequenzkonservierung wurden mit 
dem Programm PROMO (http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/ 
promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3) und dem Programm MOTIF Search (http://www.genome.jp/ 
tools/motif/) auf bekannte Transkriptionsfaktor-Bindestellen (TFBS) untersucht. Zusätzlich 
wurden die konservierten Sequenzabschnitte mit dem Programm STAMP 
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(http://www.benoslab.pitt.edu/stamp/) auf mögliche de novo-Motive untersucht und diese 
dann mit verschiedenen TFBS-Datenbanken abgeglichen. 
 
2.2.6 Analyse der 3´-UTR von pipe 
Um einen möglichen Einfluss von microRNAs auf die Expression von pipe zu untersuchen 
wurden die Vorhersagen der Datenbanken miRBase (http://www.mirbase.org/), TargetScan 
(http://www.targetscan.org/fly/), Pictar (http://pictar.mdc-berlin.de/) sowie Microcosm 
(http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/) abgeglichen. Es wurden nur 
miRNA-Kandidaten weiter untersucht, für die eine Bindung an die 3´-UTR von pipe 
vorhergesagt wurde. Dann wurde der Sequenzbereich determiniert, in dem alle 
vorhergesagten miRNA-Kandidaten binden. Die Basen 130 bis 320 der pipe 3´-UTR, welche 























3.1 Visualisierung der pipe-Expression mittels eines EGFP-Pipe-Fusionskonstrukts 
Das Expressionsmuster von pipe im Verlauf der Oogenese ist sehr dynamisch. pipe mRNA-
Transkripte können das erste Mal in jungen Eikammern im Stadium 9 in posterioren 
Follikelzellen nachgewiesen werden. Eine sehr schwache Expression findet sich auch in 
weiter anterior liegenden Zellen. Im Fortschreiten der Entwicklung, beginnend in Stadium 10, 
fusionieren diese zwei separaten Domänen zu einem durchgehenden ventralen Streifen. Im 
späten Stadium 10 verschwindet die pipe-Expression ausgehend vom posterioren Pol 
wieder, bis sie in Follikelzellen von Stadium 11-Eikammern nicht mehr nachweisbar ist (Peri, 
Technau et al. 2002). Die Dynamik der LacZ-Reportergenexpression deckt sich bis zum 
Ende des Stadiums 10 der Oogenese mit der Verteilung der endogenen pipe mRNA. Im 
Gegensatz zu den pipe mRNA-Transkripten ist die β-Galactosidase aber auch noch im 
Stadium 14 mittels Antikörperfärbung nachweisbar (Peri, Technau et al. 2002). Damit 
reflektiert die β-Galactosidase-Expression zum einen nicht die Expression der pipe-mRNA 
und vermutlich auch nicht die Stabilität und Verteilung des endogenen Pipe-Proteins. 
Um eine mögliche Diskrepanz der räumlichen und zeitlichen Expression der mRNA- und 
Proteinexpression von Pipe und der β-Galactosidase aufzudecken sowie ein markiertes, 
funktionierendes Pipe-Protein zu Verfügung zu haben, wurde ein N-terminales EGFP-Pipe-
Fusionsprotein generiert, das unter Kontrolle des 1,6 kb langen essentiellen pipe-
Promotoabschnitts in ventralen Follikelzellen exprimiert wird. Hierzu wurde die pipe 5´-UTR 
zwischen den Promotor und den ORF von GFP-Pipe kloniert, da durch das Vorhandensein 
spezifischer mRNA-Strukturen wie den UTRs möglicherweise die räumliche und zeitliche 
Stabilität der mRNA oder auch die Proteintranslation genspezifisch reguliert wird. Außerdem 
könnten Unterschiede in der Proteinstruktur der β-Galactosidase und des EGFP-Pipe-
Fusionskonstrukts die jeweilige Protein-Verteilung und -Stabilität beeinflussen. Somit ist die 
unmittelbare Visualisierung der endogenen Pipe-Expression durch das EGFP-Pipe-
Reporterprotein besonders für weitere Analysen der transkriptionellen Regulation relevant. 
Zusätzlich können funktionale Auswirkungen der erfolgreichen Derepression von Pipe auf die 
weitere Entwicklung direkt analysiert werden. 
 
3.1.1 Nachweis der subzellulären Lokalisation des Fusionsproteins 
Im Gegensatz zur β-Galactosidase reflektiert das EGFP-Pipe-Fusionsprotein neben der 
endogenen Proteinstabilität auch die subzelluläre Verteilung des Pipe-Proteins. Während die 
β-Galactosidase eine eindeutig intranukleäre Lokalisation aufweist und auch in späten 






































































































































































































































Abbildung 3. 2: Nachweis des EGFP-Pipe Fusionsproteins im Golgi-Kompartiment 
Lateralansicht von Eikammern im Stadium 10, die mit dem anterioren Ende nach links sowie der 
dorsalen Seite nach oben orientiert sind. Die subzelluläre Lokalisation des Fusionsprotein EGFP-Pipe 
unter Kontrolle des 1,6kb-pipe-Promotors wurde durch eine anti-GFP Antikörperfärbung (a,b) 
visualisiert, während das Golgi-Kompartiment durch eine anti-Golgi-Antikörperfärbung (a´,b´) 
visualisiert wurde. (a´´,b´´) Überlagerung der Signale der Fluoreszenzkanäle zur Visualisierung der 
Ko-Lokalisation von EGFP-Pipe und des Golgi-Proteins. 
Obwohl das Fusionsprotein höchstwahrscheinlich korrekt lokalisiert wird, konnte durch 
Expression in Ovarien pipe-mutanter Weibchen gezeigt werden, dass es, möglicherweise auf 
Grund einer Blockade seiner katalytischen Domäne, nicht in der Lage ist seine enzymatische 
Funktion auszuüben. Um dieses Problem zu umgehen, wurde eine bicistronische mRNA mit 
einer internen ribosomalen Eintrittsstelle (IRES) hergestellt (Fitzgerald and Semler 2009). 
Theoretisch können dann Pipe und GFP simultan aber als zwei separate Proteine translatiert 
werden. Leider konnte im Follikelepithel transgener Fliegen keine Expression von EGFP 
nachgewiesen werden, sodass auch diese Methode nicht zur Visualisierung eines 
funktionalen Pipe-Proteins verwendet werden konnte. 
 
3.1.2 Vergleich der mRNA- und Fusionsprotein-Verteilung  
Zur Visualisierung der räumlichen und zeitlichen Pipe-Proteinverteilung wurden transgene 
Fliegen generiert, die das EGFP-Pipe-Fusionsprotein unter Kontrolle des 1,6 kb langen 
essentiellen Promotors (1,6kb) im Follikelepithel exprimieren. Da die EGFP-Fluoreszenz zu 
schwach war, um direkt detektiert zu werden, wurde das Fusionsprotein mit Hilfe einer anti-





Abbildung 3. 3: Expression der pipe mRNA sowie des EGFP-Pipe-Fusionsproteins im 
Verlauf der Oogenese (a-h´) Lateralansicht von Eikammern in verschiedenen Oogenesestadien, die 
mit dem anterioren Ende nach links sowie der dorsalen Seite nach oben orientiert sind. (a-d) in-situ-
Hybridisierung mit einer Digoxigenin-gekoppelten Sonde zur Visualisierung der endogenen pipe 
mRNA-Expression unter Kontrolle des endogenen Promotors. (e-h) anti-GFP Antikörperfärbung zur 
Visualisierung der Expressiobn des Fusionsproteins unter Kontrolle des essentiellen 1,6kb-Promotors. 
(e´-h´) Die Normarskiansichten zeigen jeweils die dorsale Lokalisation des Oozytenkerns. 
Abweichend von der beobachteten βGal-Reporterexpression deckt sich die zeitliche 
Expression des EGFP-Pipe-Fusionsproteins mit der Verteilung der pipe mRNA während aller 
Stadien der Oogenese (siehe Abbildung 3. 3). Zu Beginn des Stadium 9 ist in posterioren 
ventralen Follikelzellen sowohl eine schwache Expression der pipe mRNA als auch des 
Fusionsproteins nachweisbar (a,e). Während der Stadien 9 und 10 werden die mRNA sowie 
das Fusionsprotein in einem ununterbrochenen ventralen Zellstreifen exprimiert (b,c,f,g). Im 
späten Stadium 10 ist die mRNA in Eikammern nur noch anterior lokalisiert (d). Wie auch im 
Falle des Transkripts kann die Expression des Fusionsproteins im späten Stadium 10 bzw. 
ab Stadium 11 der Oogenese nicht mehr nachgewiesen werden (h). 
Für die Vermittlung der dorsalen Repression von pipe ist das Repressorelement Motiv B 




im pipe-Promotor liegt, mehrere Iroquois-Bindestellen (IBS) enthält und vom Transkriptions-
faktor Mirror erkannt und gebunden wird (Andreu, Gonzalez-Perez et al. 2012; Fuchs, 
Cheung et al. 2012). Durch die Deletion des Motiv B aus dem essentiellen Promotor wird der 
LacZ-Reporter in Ovarien transgener Fliegen nahezu uniform im gesamten Follikelepithel 
exprimiert (vgl. Abbildung 1. 4). Um auch in diesem Fall die Visualisierung der endogenen 
Pipe-Proteinverteilung zu ermöglichen, wurden transgene Fliegen generiert, die das EGFP-
Pipe-Fusionsprotein unter Kontrolle des essentiellen 1,6 kb langen Promotors, aus dem, wie 
im oben beschriebenen Reporterkonstrukt, das Repressorelement Motiv B deletiert war 
(1,6∆B), exprimieren.  
 
Abbildung 3. 4: Expression des EGFP-Pipe-Fusionsproteins unter Kontrolle des intakten 
und des intern deletierten Promotors (a-d´) Lateralansicht von Eikammern im Stadium 10 A, die mit 
dem anterioren Ende nach links sowie der dorsalen Seite nach oben orientiert sind. (a,c) in-situ-
Hybridisierung mit einer Digoxigenin-gekoppelten Sonde zur Visualisierung der endogenen pipe- und 
eGFP-pipe mRNA-Expression unter Kontrolle des intakten 1,6kb-Promotors (a) sowie unter Kontrolle 
des 1,6∆B-Promotors (b). (b-d´) anti-GFP- Antikörperfärbung zur Visualisierung der Expression des 
Fusionsproteins unter Kontrolle des intakten 1,6kb-Promotors (b,b´) sowie unter Kontrolle des 1,6∆B-
Promotors (d,d´). 
Unter Kontrolle des endogenen 1,6kb-pipe-Promotors wird die mRNA in einem WT-ähnlichen 
Muster in ventralen Follikelzellen exprimiert (Abbildung 3. 4 a). Das EGFP-Pipe-Fusions-
protein ist ebenfalls nur in den ventralen Follikelzellen nachweisbar (b,b´). Unter Kontrolle 
des 1,6∆B-Promotors weitet sich die Expression des Reporterproteins aus, wobei aber das 
Fluoreszenzsignal in dorsalen Follikelzellen immer noch schwächer ist als im ventralen Teil 




Überraschenderweise führt die Deletion des Motiv B nicht zu der erwarteten nahezu 
uniformen Derepression von pipe, die in der βGal-Reporterlinie zu beobachten war. 
 
3.2 Post-transkriptionelle Regulation von pipe durch microRNAs 
Die Deletion der Repressorbindestelle aus dem Promotor von pipe führt nicht zur 
vollständigen Derepression von pipe im Follikelepithel. Vielmehr ist immer noch eine dorsale 
Repression erkennbar. Dies gilt für die Expression des LacZ-Reportergens und ist besonders 
auffällig im Falle der oben beschriebenen EGFP-Pipe-Fusionskonstrukte unter Kontrolle des 
1,6∆B-Promotor in transgenen Fliegen, in deren Eikammern die Fluoreszenz des GFP auf 
der dorsalen Seite besonders im mittigen Teil der AP-Achse sowie am posterioren Pol 
eindeutig schwächer ist als im übrigen Follikelepithel (vgl. Abb. 3. 4 d,d´). Noch offen-
sichtlicher ist dieser Effekt auf Ebene der mRNA-Verteilung (vgl. Abb. 3. 4 c). Gleiches wurde 
auch beobachtet, wenn der Promotor, aus dem das Motiv B deletiert war, verwendet wurde, 
um funktionales pipe zu exprimieren. Auch in diesem Fall war pipe nur in ventralen 
Follikelzellen und nicht uniform nachweisbar, sodass die Nachkommen keine erkennbaren 
Defekte in Bezug auf die dorsoventrale Musterbildung aufwiesen (persönliche 
Kommunikation mit M. Technau). Die in der 1500-∆B-β-Gal Reporterlinie beobachtete 
schwächere dorsale Repression im Follikelepithel und die Proteinpräsenz auch in späten 
Oogenesestadien, die im Gegensatz zu EGFP-Pipe steht (vgl. Abbildung 1. 4), kann 
entweder auf einer höheren Proteinstabilität der β-Galactosidase oder auf einer höheren 
LacZ-mRNA-Stabilität und –translationsrate im Vergleich zu EGFP-Pipe respektive pipe 
beruhen. Da für die Expression der pipe-mRNA, des EGFP-Pipe-Fusionskonstrukts sowie 
der LacZ-Reporterlinie jeweils der gleiche Promotor verwendet wurde, sind die beobachteten 
Unterschiede möglicherweise durch post-transkriptionelle Einflüsse bedingt. 
An der post-transkriptionellen Genregulation, welche in Ovarien von Drosophila eine große 
Rolle spielt, können unter anderem microRNAs (miRNA) beteiligt sein (Lagos-Quintana, 
Rauhut et al. 2001; Bartel 2004; He and Hannon 2004; Filipowicz, Jaskiewicz et al. 2005; 
Reich, Snee et al. 2009).  
Das Primärtranskript (pri-miRNA) eines miRNA-Gens wird von der RNase III (Drosha) und 
dem dsRNA-Bindeprotein Pasha in die pre-miRNA prozessiert (Gregory, Chendrimada et al. 
2006). Diese wiederum wird im Zytoplasma durch das Enzym Dicer in 17-24 nt kurze ds-
miRNAs zerschnitten (Lund and Dahlberg 2006), welche vom dsRNA-Bindeprotein 
Loquacious entwunden und einzelsträngig gemacht werden (Saito, Ishizuka et al. 2005). Die 
reife miRNA wird in den RNA induced silencing complex (miRISC) inkorporiert (Rana 2007) 
und bindet dann Sequenzen in Introns, in der 5´-UTR oder in der 3´-UTR der Ziel-mRNA 




die Basen 2-7 der microRNA umfasst, wird die Translation der Ziel-mRNA entweder 
gehemmt oder die mRNA degradiert (Lewis, Burge et al. 2005; Wienholds and Plasterk 
2005).  
Da die Unterschiede bezüglich der mRNA-Stabilität und –Verteilung von LacZ und pipe 
möglicherweise durch spezifische miRNA-Einflüsse begründet sind, wurde deren Beteiligung 
an der Regulation von pipe untersucht.  
 
3.2.1 Identifizierung potentieller pipe 3´-UTR bindender microRNAs 
Es gibt zahlreiche Datenbanken, die Vorhersagen über mögliche Interaktionen von 
microRNAs und mRNAs enthalten. Da bisher, abhängig vom verwendeten Vorhersage-
Algorithmus, rund 110 - 150 miRNAs identifiziert wurden (Lai, Tomancak et al. 2003; Ruby, 
Stark et al. 2007) und jede dieser miRNAs viele verschiedene Sequenzen in der gleichen 
mRNA aber auch in unterschiedlichen mRNAs binden und somit nicht nur eines sondern 
hunderte verschiedene Zielgene regulieren könnte, sind nur die allerwenigsten Interaktionen 
validiert (Liu, Landreh et al. 2012; Weng and Cohen 2012). Um Kandidaten-microRNAs, die 
möglicherweise an die 3´-UTR von pipe binden, zu identifizieren, wurden die Vorhersagen 
potentieller miRNA:mRNA-Interaktionen verschiedener Datenbanken abgefragt. Da diese 
Vorhersagen auf unterschiedlichen Algorithmen beruhen, überschneiden sich die Ergebnisse 
nur in wenigen Fällen. Die jeweiligen Vorhersagen der vier Datenbanken 
miRBase/Microcosm (Griffiths-Jones 2004; Griffiths-Jones, Grocock et al. 2006; Griffiths-
Jones, Saini et al. 2008; Kozomara and Griffiths-Jones 2011), TargetScanS (Lewis, Burge et 
al. 2005; Kheradpour, Stark et al. 2007; Ruby, Stark et al. 2007), Pictar (Grun, Wang et al. 
2005) sowie Mirte (www.russelllab.org) sind in Tabelle 3. 1 aufgeführt. Die in Tabelle 3. 1 rot 
markierten microRNAs sind von mindestens zwei, im Falle von mir-11 sogar von drei 
verschiedenen Algorithmen vorhergesagt worden. Ansonsten waren alle anderen microRNAs 
nur in jeweils einer der vier Datenbanken als potentielle Kandidaten für die post-
transkriptionelle Regulation von pipe aufgeführt. Für die grau markierten microRNAs wird 
zwar eine Bindung an die 3´-UTR von pipe vorhergesagt, die pri-microRNA selbst war aber 
zum Zeitpunkt der Abfrage noch nicht annotiert. Die microRNA mir-283 liegt in einem Cluster 
mit mir-12 und mir-304 vor, mir-306 und mir-79, für die jeweils eine Bindung an die pipe 3´-







Tabelle 3.1: Übersicht über die von verschiedenen Datenbanken vorhergesagten pipe 3´-UTR 
bindenden microRNAs  
MIRTE TargetScanS PICTAR MICROCOSM  
   mir-8  
mir-11  mir-11 mir-11  
   mir-33  
   mir-79 cluster with 306/9 
 mir-190    
 mir-283 mir-283  cluster with 12/304 
  mir-289   
mir-306   mir-306 cluster with 79/9 
mir-315  mir-315   
 mir-979    
 mir-1013    
   mir-bantam  
 
3.2.2 Expression der Kandidaten-microRNAs in Embryonen und Ovarien 
Um zu prüfen, welche Kandidaten möglicherweise an der dorsalen Repression von pipe 
beteiligt sind, wurde zuerst untersucht ob und in welchem Muster die einzelnen miRNAs im 
Follikelepithel exprimiert werden. 
Die Abfrage der vier verschiedenen Datenbanken ergab zwölf potentielle microRNAs, die an 
der post-transkriptionellen Regulation von pipe beteiligt sein könnten. Im Falle der 
annotierten miRNAs mir-8, mir-11, mir-33, mir-79/306 (mir-cluster), mir-283, mir-289, mir-315 
und mir-bantam wurde versucht, deren jeweilige Primärtranskripte im Follikelepithel mittels 
in-situ-Hybridisierung nachzuweisen. Als Kontrolle für die Spezifität der RNA-Sonden wurde 
außerdem die Expression der microRNAs in Embryonen visualisiert, da hier in einigen Fällen 
die Expressionsmuster bereits bekannt waren (Aboobaker, Tomancak et al. 2005). Für die 
microRNAs mir-8 und mir-283 konnte ein spezifisches Expressionsmuster in Embryonen 
sowie in Ovarien nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3. 5). 
mir-8 wird im Embryo in den Speicheldrüsenplakoden, dem Mesoderm und Teilen des 
Ektoderms exprimiert (Abb. 3. 5 a), mir-283 im Vorderdarm, dem hinteren Mitteldarm, dem 
Enddarm, den Speicheldrüsen und Teilen des peripheren Nervensystems (Abb. 3. 5 c) vgl. 
(Aboobaker, Tomancak et al. 2005). Beide microRNAs werden im Follikelepithel uniform 
exprimiert (Abb. 3. 5 b, d). Während die Expression von mRNAs typischerweise im 
Zytoplasma nachgewiesen werden kann, zeigt die beobachtete paarige, punktförmige 
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3.2.3 Deletion der microRNA-Bindestellen aus der 3´-UTR von pipe 
Da die microRNAs mir-8 und mir-283 im Follikelepithel exprimiert werden, wurde deren 
möglicher post-transkriptioneller Einfluss auf pipe während der Oogenese untersucht. Die 
potentiellen Bindesequenzen der miRNAs mir-8 und mir-283 liegen zwischen den Basen 
227–242 respektive 219–225 sowie 251-257 der pipe 3´-UTR (Abbildung 3. 6).  
 
Abbildung 3. 6: Schematische Darstellung der pipe 3´-UTR mit potentiellen miRNA-
Bindestellen Die Region zwischen 130 bis 320 bp der pipe 3´-UTR enthält sieben potentielle 
Bindestellen, welche von acht verschiedenen miRNAs gebunden werden könnten. Die graue Box 
markiert das Fragment, das in den ∆UTR-Konstrukten deletiert ist. 
Da der angegebene Bindungsbereich nicht unbedingt verlässlich ist und die Vorhersagen der 
pipe 3´-UTR bindenden microRNAs eventuell unvollständig sind, wurde ein Sequenzbereich 
in dem alle von den vier Datenbanken aufgeführten miRNAs binden (130 - 320) aus der     
3´-UTR deletiert. Die Auswirkung der Deletion der Bindestellen wurde mit Hilfe der zuvor 
verwendeten EGFP-Pipe-Fusionskonstrukte visualisiert (Abbildung 3. 7).  
Hier zeigt sich, dass sich die Verteilung der mRNA von pipe sowie die des EGFP-Pipe-
Fusionsproteins nach Deletion der miRNA-Bindestellen aus der 3´-UTR in räumlicher 
Hinsicht nicht verändert (a,c). Statt einer beinahe vollständigen dorsalen Derepression, wie 
diese in der 1500∆B-LacZ-Reporterlinien erkennbar ist (vgl. Abb. 1. 4), bleibt die pipe-
Expression in dorsalen Follikelzellen sowohl unter Kontrolle des 1,6kb-Promotors sowie des 
deletierten 1,6∆B Promotors trotz Deletion der miRNA-Bindestellen reprimiert (b,d). 
Auffällig ist, dass in Eikammern von Fliegen, in denen die Konstrukte mit deletierten miRNA-
Bindestellen exprimiert werden (vgl. Abb. 3. 7) eine stärkere EGFP-Expression zu beobach-
ten ist als in Eikammer von Fliegen in denen das EGFP-Pipe-Konstrukt mit intakter 3´-UTR 
exprimiert wird (vgl. Abb. 3. 4). Somit führt die Deletion potentieller miRNA-Bindestellen aus 
der 3´-UTR statt zu einer Aufhebung der dorsalen Repression möglicherweise zu einer 
uniformen Stabilisierung der eGFP-pipe-mRNA und in Folge dessen zu einer höheren 
Translationsrate im gesamten Follikelepithel. 
Um diese, durch die Deletion der miRNA-Bindestellen, erreichte Erhöhung der Translations-
rate und somit der EGFP-Pipe-Proteinpräsenz in Eikammern zu verifizieren, wurden zum 
einen die Belichtungszeiten verglichen und zudem versucht, die EGFP-Expression in den 
verschiedenen transgenen Linien mittels Western Blot-Analyse relativ zu quantifizieren. Die 




EGFP-Pipe-Konstrukten mit intakter 3´-UTR (vgl. Abb. 3. 4 und Abb. 3. 7), was neben der 
Hintergrundfluoreszenz in den Nährzellen auch an der benötigten Belichtungszeit 
(1,6kb::EGFP-Pipe: 1327 ms vs. 1,6kb::EGFP-Pipe-∆UTR: 110 ms; 1,6∆B::EGFP-Pipe: 
1777 ms vs. 1,6∆B::EGFP-Pipe-∆UTR: 632 ms) erkennbar war. Leider konnte die Änderung 
der Protein-Expression nicht quantifiziert werden, da das EGFP-Pipe-Fusionsprotein selbst 
bei Verwendung verschiedener anti-GFP Antikörper auf Western Blots nicht detektierbar war.  
 
Abbildung 3. 7: Expression des EGFP-Pipe-Fusionskonstrukts nach Deletion der miRNA-
Bindestellen aus der 3´-UTR (∆UTR) unter Kontrolle des intakten und des intern deletierten 
Promotors (a-d´) Lateralansicht von Eikammern in Stadium 10 (a,c) in-situ-Hybridisierung mit einer 
Digoxigenin-gekoppelten Sonde zur Visualisierung der endogenen pipe-mRNA- sowie eGFP-pipe-
mRNA-Expression unter Kontrolle des essentiellen 1,6kb-Promotors (a) sowie unter Kontrolle des 
1,6∆B-Promotors (c) aus dem das potentielle Repressorelement Motiv B deletiert wurde. (b,d´) anti-
GFP Antikörperfärbung zur Visualisierung der Expression des Fusionsproteins unter Kontrolle des 
intakten 1,6kb-Promotors (b, b´) sowie unter Kontrolle des 1,6∆B-Promotors (d,d´).  
Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass die Deletion der microRNA-Bindestellen aus der 
mRNA von pipe zeigt, dass die bisher getesten microRNAs nicht an der dorsalen Repression 
von pipe beteiligt sind. Zum einen sind die möglichen Kandidaten miRNAs nicht 
asymmetrisch respektive nur in dorsalen Follikelzellen präsent, sondern uniform. Zum 
anderen ändert sich die räumliche Verteilung der pipe-mRNA und des EGFP-Pipe 
Fusionsproteins nicht, sondern vermutlich nur deren Quantität. Die nahezu uniforme und 
länger andauernde Präsenz des β-Galactosidase-Reporters im Gegensatz zum EGFP-Pipe-





3.3 Analyse der transkriptionellen Regulation von pipe  
Da der Repressor Mirror erst kürzlich als notwendiger Faktor für die dorsale Repression von 
pipe identifiziert wurde und dieser zudem wahrscheinlich alleine nicht ausreichend ist, 
werden nachfolgend bereits vorher durchgeführte Experimente zur Identifizierung von 
transkriptionellen Regulatoren sowie weiteren cis-regulatorischen Sequenzelementen im 
pipe-Promotor beschrieben.  
 
3.3.1 Eine Isolierung des pipe-Repressors mittels DNA-Affinitätschromatographie 
war nicht möglich 
Um einen möglichen transkriptionellen Repressor zu isolieren, der an das Motiv B bindet, 
wurde eine DNA-Affinitätschromatographie durchgeführt. Mittels eines Elektrophoretic 
Mobility Shift Assay (EMSA) war zuvor gezeigt worden, dass Proteine aus Ovarien- und 
Embryonalextrakten an die Sequenz des Motiv B binden können (Technau, Knispel et al. 
2012). Mit Hilfe des µMACSTM FactorFinder Kit (Miltenyi Biotec) wurde daher versucht einen 
spezifischen Transkriptionsfaktor zu isolieren.  
Hierzu wurde ein Biotin-gekoppeltes DNA-Oligonukleotid, bestehend aus der TFBS Motiv B, 
an magnetische Streptavidin-Beads gebunden. Die Proteinextrakte aus Embryonen, welche 
den potentiellen TF enthielten, wurden zu den Beads gegeben. Im Idealfall bindet der 
gesuchte TF nun spezifisch an die Biotin-markierte DNA. Nach Auswaschen der 
ungebundenen und unspezifisch gebundenen Proteine sollte zuletzt der spezifisch 
gebundene TF eluiert werden.  
Leider konnte mit Hilfe der DNA-Affinitätschromatographie aber kein transkriptioneller 
Repressor von pipe isoliert werden, da trotz Anwendung verschiedenster Wasch- und 
Elutionsbedingungen keine Anreicherung eines respektive mehrerer spezifischer Proteine 
möglich war. 
 
3.3.2 Einfluss der ETS-verwandten Transkriptionsfaktoren auf die pipe-Expression 
Die Repression von pipe in dorsalen Follikelzellen entlang der gesamten AP-Achse der 
Eikammern resultiert aus der Aktivierung des EGFR-Signalwegs in diesen Zellen (Amiri and 
Stein 2002; Peri, Technau et al. 2002; Fuchs, Cheung et al. 2012; Technau, Knispel et al. 
2012). Dies konnte unter anderem durch die Analyse von Follikelzellklonen gezeigt werden, 
die mutant für Komponenten des EGFR-Signalwegs sind (Peri, Technau et al. 2002). Wie für 
die Transkriptionsfaktoren CF2, Ttk oder Gro wurde auch für die ETS-Domänen-Proteine 
Yan und Pointed mittels GFP-markierter loss-of-function Klone ein repressorischer Einfluss 




bereits gut charakterisierten Ets-Genen yan und pnt existieren aber noch mindestens sechs 
weitere Ets-verwandte Gene in Drosophila, denen essentielle Rollen in verschiedenen 
Entwicklungsprozessen zugesprochen werden (Hsu and Schulz 2000).  
Um eine mögliche Beteiligung eines dieser Ets-verwandten Gene an der Regulation von pipe 
zu überprüfen, wurde die Expression von Eip74EF (E74), D-elg (Ets97D), D-ets-3 (Ets65A), 
D-ets-4 (Ets98B), Ets96B oder D-ets-6 (Ets21C) im Follikelepithel mittels in-situ-
Hybridisierung visualisiert. Außerdem wurde der mögliche Einfluss der Ets-verwandten Gene 
auf die Transkription von pipe mittels Überexpression des konstitutiv aktiven Repressors Yan 
sowie RNAi-Experimenten untersucht. 
 
3.3.3 Überexpression von Yanact modifiziert die pipe-Expression 
Der ETS-Domänen-Transkriptionsfaktor Pointed (O'Neill, Rebay et al. 1994) ist an der 
Musterbildung im Follikelepithel beteiligt, wobei die als Transkriptionsaktivator agierende 
Spleißvariante Pnt-P2 (Klambt 1993; Brunner, Ducker et al. 1994; O'Neill, Rebay et al. 1994) 
hier EGFR-abhängig aktiviert wird. Auch das repressorisch wirkende ETS-Protein Yan wird 
durch den EGFR-Signalweg reguliert; Yan wird durch die MAPK-vermittelte Phospho-
rylierung aber deaktiviert. Da Pnt und Yan an homologe cis-regulatorische DNA-Sequenzen 
verschiedener Zielgene binden können (Lai and Rubin 1992; O'Neill, Rebay et al. 1994), 
werden die betroffenen Gene in Abwesenheit eines EGFR-Signals durch Yan reprimiert. Die 
Bindung der verschiedenen ETS-verwandten Transkriptionsfaktoren in der cis-regula-
torischen Region der Zielgene erfolgt an Sequenzen mit einem zentralen GGAA/T-Motiv 
(Sharrocks, Brown et al. 1997), die wiederum durch die Bindung von Yan blockiert werden 
können. Um eine mögliche Beteiligung der ETS-verwandten Transkriptionsfaktoren an der 
Regulation von pipe zu untersuchen, wurde eine konstitutiv aktive Version des Repressors 
Yan (UAS-Yanact) (Rebay and Rubin 1995) mit Hilfe unterschiedlicher Gal4-Treiberlinien in 
verschiedenen Bereichen des Follikelepithels überexprimiert (Abbildung 3. 8 d,e,f). 
Das mutierte Yan kann nicht mehr MAPK-abhängig phosphoryliert werden und verhindert 
durch die dauerhafte Bindung an die cis-regulatorischen Bereiche der Zielgene deren 
Aktivierung durch die potentiellen ETS-Domänen-Transkriptionsaktivatoren Eip74EF (E74), 






Abbildung 3. 8: Einfluss von konstitutiv aktivem Yan auf die Expression von pipe (a-c´) 
Lateralansicht von Eikammern im Stadium 10, die mit dem anterioren Pol nach links sowie der 
dorsalen Seite nach oben orientiert sind. (a-c) in-situ-Hybridisierung mit einer Digoxigenin-gekoppelten 
Sonde zur Visualisierung der pipe mRNA-Expression unter Einfluss von konstitutiv aktivem Yan 
(Yanact). (d-f) anti-GFP Antikörperfärbung zur Visualisierung der Expressionsdomänen der 
verschiedenen Gal4-Treiberlinien im Follikelepithel. 
Die uniforme Überexpression des konstitutiv aktiven Repressors Yan mit der im gesamten 
Follikelepithel aktiven Cy2-Gal4-Treiberlinie verhinderte die korrekte Oogenese, sodass 
überhaupt keine intakten Eikammern gebildet wurden. Auch die Überexpression mit GR1-
Gal4 beeinflusste die Integrität der Ovariolen, wobei insbesondere starke Defekte bei der 
Bildung der Stielzellen zwischen den einzelnen Eikammern beobachtet werden konnten 
(Daten nicht gezeigt). In einigen Fällen wurden aber intakte Eikammern gebildet. In diesen 
konnte das pipe-Transkript in den ventralen und posterioren Follikelzellen in einem Wildtyp-
ähnlichen Expressionsmuster nachgewiesen werden (Abbildung 3. 8 a). Die Überexpression 
von Yanact in begrenzten Regionen des Follikelepithels mit der anterior aktiven 55B-Gal4- 
sowie der posterior aktiven E4-Gal4-Treiberlinie führte zu einer verstärkten Expression von 
pipe in den von der Überexpression von Yanact betroffenen Follikelzellen (Abbildung 3. 8 b,c). 
Der beobachtete Effekt – die Derepression von pipe - beruht wahrscheinlich auf der Yan-
vermittelten Repression eines Repressors von pipe. Durch die Yanact-abhängige Blockade 
der gemeinsamen Bindestelle kann die Expression des Repressors nun nicht mehr in 
ausreichendem Maße durch einen der anderen ETS-verwandten Transkriptionsfaktoren 
aktiviert werden. In diesem Fall erhöht sich die Expression von pipe quantitativ, während das 
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nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden konnte, wurden alle Ets-Gene mittels RNA-
Interferenz (RNAi) im Follikelepithel (Zhu and Stein 2004; Dietzl, Chen et al. 2007) gezielt 
ausgeschaltet, um die veränderte pipe-Expression möglicherweise auf die Funktion eines 
spezifischen ETS-Transkriptionsaktivators zurück führen zu können.  
Mittels unterschiedlich starker Gal4-Treiberlinien wurden die UAS-RNAi-Konstrukte 
zusammen mit einem UAS-Dicer-Konstrukt aus der VDRC-Sammlung (Vienna Drosophila 
RNAi Center) (Dietzl, Chen et al. 2007) uniform im Follikelepithel überexprimiert. Zwar war 
keine UAS-RNAi-Linie zur Herunterregulierung der Yan-Expression erhältlich, es ist aber 
bereits gezeigt worden, dass Yan-negative Follikelzellklone zumindest die Expression eines 
LacZ-Reporters unter Kontrolle des pipe-Promotors nicht beeinflussen (Technau, Knispel et 
al. 2012). Auch im Falle der anderen sieben Ets-Gene konnte nach RNAi keine Veränderung 
der pipe-Expression in Ovarien festgestellt werden. Auch in den Kutikula-Präparaten von 
Nachkommen dieser Fliegen waren keine Defekte der dorsoventralen Achse erkennbar. 
Zwar war die Lethalität der Nachkommen im Vergleich zum Wildtyp erhöht, dies ist aber 
wahrscheinlich auf unspezifische Off-Target-Effekte zurück zu führen (Kulkarni, Booker et al. 
2006; Moffat, Reiling et al. 2007; Seinen, Burgerhof et al. 2010; Seinen, Burgerhof et al. 
2011). Die nach Überexpression der RNAi-Konstrukte UAS-D-ets-4, -D-ets-6 und -Ets65A 
beobachtete Fusion der Basis der dorsalen Anhänge (vgl. Anhang Abbildung A 1) weist auf 
eine mögliche Beteiligung dieser Ets-Gene an dem Prozess der Initiation und Bildung dieser 
Strukturen hin (siehe Tab. 3. 2). 
Tabelle 3. 2: Effekte der Überexpression der UAS-RNAi-Linien im Follikelepithel 
Ets-Gen 
(UAS-RNAi) 






D-ets-4/Ets98B DA-Basis fusioniert nein 21% nein 
D-elg/Ets97D normal nein 67% nein 
D-ets-6/Ets21C DA-Basis fusioniert nein 68%/43% nein 
Ets65A DA-Basis fusioniert nein 17% nein 
pnt/D-ets-2 normal nein 52%/35% nein 
Ets96B, Eip74EF normal nein - nein 
Da die als Kontrollen getesteten UAS-RNAi-Konstrukte (EGFR, Raf, Ras) bei Über-
expression mit den Treibern GR1- und Traffic jam-Gal4 nicht die erwarteten Phänotypen 
zeigten, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob der „knock down“ der Ets-verwandten 
Genen im Follikelepithel wirklich erfolgreich war. An Hand der Ergebnisse konnte daher kein 





3.4 Weitergehende Charakterisierung des pipe-Promotors 
Das Repressorelement Motiv B ist für die dorsale Repression von pipe notwendig. Dessen 
Deletion führt zur dorsalen Derepression der pipe-Transkription. Diese ist aber nicht voll-
ständig uniform. Stattdessen bleibt die pipe–Expression in den am weitesten dorsal gele-
genen Follikelzellen immer noch reprimiert oder ist zumindest schwächer als im restlichen 
Follikelepithel (vgl. Abb. 3. 4 und 3. 7). Versuche, in denen das Repressorelement aus seiner 
ursprünglichen Position im pipe-Promotor deletiert und an andere Stellen wieder integriert 
wurde, deuten darauf hin, dass die Sequenz Motiv B allein nicht ausreicht, die dorsale 
Repression zu vermitteln (vgl. Anhang Abbildung A 6, vgl. (Technau, Knispel et al. 2012)).  
Daher wurde die essentielle Promotorregion auf die Präsenz weiterer möglicher 
Transkriptionsfaktor-Bindestellen (TFBS) sowie auf innerhalb der Drosophiliden stark 
konservierte Sequenzabschnitte durchsucht. Anschließend wurde deren Funktion mit Hilfe 
von Reporterassays in S2-Zellen und in transgenen Fliegen analysiert.  
 
3.4.1  Promotor-Analyse 
Der Sequenzabschnitt von -1135 bis -985 bp realtiv zum Transkriptionsstart von pipe, der 
auch das Repressorelement Motiv B enthält, ist notwendig und ausreichend, um das LacZ-
Reportergen in einem WT-ähnlichen Muster zu exprimieren (Technau, Knispel et al. 2012). 
Dies wurde in aufwendigen und umfassenden Reporteranalysen nachgewiesen. Daher 
wurden alle weiteren Promotoranalysen auf diesen Sequenzabschnitt beschränkt.  
Zuerst wurde mit dem UCSC Genome Browser die Konservierung dieses Sequenzabschnitts 
innerhalb aller zwölf Drosophiliden-Genome dargestellt (siehe Abbildung 3. 10).  
 
Abbildung 3. 10: Sequenzkonservierung der Promotor-Region des pipe-Gens von 
Drosophila melanogaster und elf weiteren Drosophiliden Darstellung des MULTIZ-Alignments des 
UCSC Genome Browsers einer etwa 300 bp langen Promotor-Sequenz (genomische Lokalisation: 
chr3L:19,331,568 – 19,331,856). Diese enthält die Basen von -985 bis -1135 bp relativ zum 
Transkriptionsstart von pipe (rote Box) und alle für die WT-ähnliche Reporterexpression notwendigen 
Elemente. Schwarze Abschnitte innerhalb der graphischen Sequenzdarstellung der einzelnen 
Drosophiliden-Promotoren weisen auf Bereiche starker Konservierung innerhalb des essentiellen 
Promotors hin, während graue und weiße Schattierungen anzeigen, dass kein Alignment vorliegt. 
Oberhalb des Alignments gibt ein Plot der PhastCons-Werte (Siepel, Bejerano et al. 2005) den Grad 




Das multiple Alignment der pipe-Promotor-Sequenzen zeigt eine starke Konservierung, die 
beinahe die gesamte essentielle Promotorregion umfasst (rote Box). Der Grad der 
Konservierung ist als durchgehender Plot oberhalb des Alignments abgebildet und zeigt über 
nahezu zwei Drittel der Sequenzlänge hinweg eine hohe Sequenzähnlichkeit aller 
Drosophiliden-Promotoren zu D. mel an. Die detaillierte Darstellung des multiplen Alignments 
mit Hilfe von ClustalW erlaubt die Identifizierung mehrerer hoch konservierter 
Sequenzabschnitte innerhalb der Promotoren samt zugehöriger Konsensus-Sequenzen 
(Abbildung 3. 11). 
Auf Grund der starken Sequenzkonservierung wurde das Motiv 2, welches partiell mit dem 
bereits bekannten Motiv B überlappt, als zusätzliches mögliches Repressorelement 
identifiziert.  
 
Abbildung 3. 11: Darstellung des multiplen Alignments und potentieller cis-
regulatorischer Sequenzen durch ClustalW (Thompson, Higgins et al. 1994) mit Unigene Die zu 
der Promotorsequenz von -1135 bis -985 bp relativ zum Transkriptionsstart in D. mel korrespon-
dierenden Promotorbereiche elf weiterer Drosophiliden sind in einem multiplen Alignment dargestellt. 
Darüber sind die Konsensussequenz sowie der Grad der Konservierung angegeben. Die vergrößerten 
Sequenzausschnitte von Motiv 2 und Motiv B zeigen das Vorhandensein dieser möglichen 
Repressormotive in allen zwölf pipe-Promotoren. Die mit einem blauen Balken unterlegte Sequenz im 
essentiellen Promotor entspricht dem bereits identifizierten und funktionslosen Motiv A (Technau, 
Knispel et al. 2012). Die mit einem orangen Balken unterlegte Sequenz Motiv 1 stellt möglicherweise 




3.4.2 Identifizierung potentieller Transkriptionsfaktor-Bindestellen 
Die Repression von pipe in dorsalen Follikelzellen resultiert direkt aus der Aktivierung des 
EGFR-Signalwegs und wird hier durch einen EGFR-aktivierten Transkriptionsfaktor 
vermittelt. Da für keinen der bekannten EGFR-kontrollierten Transkriptionsfaktoren eine 
Beteiligung an der Regulation von pipe nachgewiesen werden konnte, wurde der 
konservierte Sequenzabschnitt von -1135 bis -985 bp sowie insbesondere das Motiv 2 und 
das Motiv B des pipe-Promotors erneut mit verschiedenen Programmen auf die Präsenz 
möglicher Transkriptionsfaktor-Bindestellen (TFBS) untersucht.  
Das Programm PROMO (Messeguer, Escudero et al. 2002; Farre, Roset et al. 2003) 
identifiziert in der Zielsequenz einer Spezies oder einer Gruppe verschiedener Spezies 
potentielle TFBS, die in der TRANSFAC-Datenbank gelistet sind (Wingender, Dietze et al. 
1996). Das Programm MOTIF Search (http://www.genome.jp/tools/motif/) verfährt ähnlich 
und gleicht ebenfalls die Zielsequenz mit einer ausgewählten TFBS-Bibliothek ab. In beiden 
Fällen wurden die Anwendungen mit Standard-Parametern durchgeführt (cut off score 85). 
Je nach verwendetem Programm und Parametern wurden mehr oder weniger viele 
potentielle TFBS innerhalb der essentiellen pipe-Promotorregion identifiziert (siehe 
Abbildung 3. 12 und 3. 13). 
 
Abbildung 3. 12: Darstellung der PROMO-Resultate (a) Zielsequenz des pipe-Promotors       
(-1135 bis -985 bp); graue Basen umfassen weniger konservierte, schwarze Basen stark konservierte 
Sequenzabschnitte. Blaue oder rote Basen markieren die Sequenz des Motiv 2 respektive Motiv B, lila 
zeigt deren gemeinsamen Sequenzabschnitt an. Die farbigen Balken zeigen die Lage der 
vorhergesagten Motive innerhalb der Zielsequenz. (b) Die Ausgabe der Promo-Resultate zeigt welche 





Abbildung 3. 13: Darstellung der Motif Search-Resultate Zielsequenz des pipe-Promotors    
(-1135 bis -985 bp); graue Basen umfassen weniger konservierte, schwarze Basen stark konservierte 
Sequenzabschnitte. Blaue oder rote Basen markieren die Sequenz des Motiv 2 respektive Motiv B, lila 
zeigt deren gemeinsamen Sequenzabschnitt an. Die gelbe sowie die drei grünen Boxen zeigen die 
Lokalisation der potentiellen Bindesequenzen für Hunchback (Hb) und Dorsal (dl). 
Im Programm STAMP (Mahony, Auron et al. 2007; Mahony and Benos 2007) wurde zuerst 
aus den zusammenhängenden Sequenzen des Motiv B und Motiv 2 aller zwölf Drosophiliden 
ein multiples Alignment erstellt. Dieses wurde dann zum Abgleich mit verschiedenen TFBS-
Datenbanken verwendet. Von den jeweiligen zehn Top-Kandidaten eines Datenbank-
abgleichs für potentielle Transkriptionsfaktor-Bindemotive innerhalb des Alignments wurden 
dann die Konsensussequenzen aufgeführt (Abbildung 3. 14). 
 
Abbildung 3. 14: Beispiel für die Darstellung der STAMP-Resultate Oben ist die 
Konsensussequenz des multiplen Alignments der zusammenhängenden Sequenzen Motiv B und 
Motiv 2 dargestellt. Darunter finden sich die Konsensussequenzen der fünf wahrscheinlichsten TFBS-
Kandidaten nach Abgleich mit einer Fliegen-spezifischen TFBS-Datenbank (Fly(Bergman/Pollard)) 




Insgesamt wurden von allen drei verwendeten Programmen 26, nach Herabsetzen des cut 
off score in Motif Search auf 70 sogar 40 verschiedene potentielle Transkriptionsfaktoren, die 
an den essentiellen Promotorabschnitt von pipe binden könnten, vorhergesagt (vgl. Anhang 
Tabelle A 1). 
Hunchback respektive eine TFBS für Hb innerhalb der untersuchten Promotorregion wurde 
als einziger Kandidat von allen drei Programmen angegeben, die TFBS lag aber nicht 
innerhalb der konservierten Repressorelemente Motiv B oder Motiv 2, sondern im besonders 
A-reichen Abschnitt des Motiv 1. Eine von PROMO und Motif Search vorhergesagte TFBS 
für Dorsal befindet sich außerhalb dieser konservierten Sequenzen. Nur von Motif Search 
wurde eine weitere dl-Bindestelle im Motiv 2 identifiziert. Da beide Gene - hunchback und 
dorsal - während der Oogenese aber nur in Nährzellen exprimiert werden (Steward, McNally 
et al. 1984; Margolis, Borowsky et al. 1994), wurde deren Beteiligung an der Regulation der 
pipe-Expression ausgeschlossen. 
Bei stringenter Anwendung der Standardparameter ergaben sich nur in fünf weiteren Fällen 
Überschneidungen der Vorhersagen und zwar für eve, zen-1, Tll, snail und Abd-B. Deren 
TFBS lagen aber entweder nicht im hochkonservierten Bereich des pipe-Promotors oder die 
Gene wurden in Eikammern nicht exprimiert. Alle weiteren TFBS wurden jeweils nur von 
einer Datenbank angegeben. Die zugehörigen TF werden nur gering oder gar nicht in 
Ovarien exprimiert respektive sind nicht speziell im Follikelepithel nachweisbar. Eine 
repressorische Wirkung der MAPK-regulierten TF Capicua und Tramtrack auf die Expression 
von pipe ist bereits vorher ausgeschlossen worden (Technau, Knispel et al. 2012). Letztlich 
ergab die Motiv-Suche keine weiteren aussichtsreichen Kandidaten für weitere in vivo-Tests.  
Überraschenderweise wurden auch die inzwischen identifizierten Mirror-Bindestellen, welche 
im hochkonservierten Bereich des pipe-Promotors innerhalb des Motiv B und Motiv 2 liegen 
und für die dorsale Repression von pipe verantwortlich sind, von keinem der verwendeten 
Programme identifiziert.  
 
3.4.3 Reporterassay in Zellkultur zur Charakterisierung der potentiellen 
Repressorelemente 
Das Motiv B und das Motiv 2 sind in allen Drosophiliden-Genomen stark konserviert. Das 
Motiv B ist im endogenen pipe-Promotor erwiesenermaßen für die Bindung eines 
transkriptionellen Repressors notwendig, dies bedeutet aber nicht, dass es diese Funktion 
auch außerhalb seines normalen Sequenzkontexts ausüben kann.  
Um zu testen, ob dieses konservierte Sequenzelement auch ausreichend ist außerhalb des 
endogenen Promotors einen oder mehrere Transkriptionsfaktoren zu binden und somit die 




und die Expression eines GFP-Reportergens in Schneider 2-Zellkulturen analysiert. 
Zusätzlich zu Motiv B wurde auch das konservierte Element Motiv 2 auf seine möglichen 
repressorischen Eigenschaften untersucht. Die Integration der potentiellen 
Repressorelemente in den Actin5C-Promotor erfolgte an eine Position, die bezüglich der 
Entfernung zum Transkriptionsstart deren ursprünglicher Position im endogenen pipe-
Promotor entsprach. Zur Feststellung der basalen Promotoraktivität wurde GFP unter 
Kontrolle des unveränderten Actin5C-Promotors in S2-Zellen exprimiert. Alle Zellen wurden 
neben dem Reportervektor zusätzlich mit einem Normalisierungsvektor (pAc5.1::LacZ) 
kotransfiziert. Die GFP- und βGal-Expression in den jeweils transient transfizierten Zelllinien 
wurde mit Hilfe von Antikörperfärbungen visualisiert (Abbildung 3. 15).   
 
Abbildung 3. 15: Beispiel für die Expression der Reporterkonstrukte in S2-Zellen anti-GFP 
und anti-βGal Antikörperfärbung an fixierten Schneider 2-Zellen nach Kotransfektion mit pAc5.1::LacZ 
als Normalisierungsvektor und den Reportervektoren pAc5.1::eGFP (a), pAc5.1/MotB::eGFP (b) oder 
pAc5.1/Mot2::eGFP (c). 
Die Integration der Repressorelemente Motiv B oder Motiv 2 in den Actin5C-Promotor führte 
im Vergleich zur Kontrolle zu keiner quantitativen Abnahme EGFP-exprimierender S2-Zellen 
(Abbildung 3. 15). Alle Transfektionen wurden für jedes Reporterkonstrukt in dreifacher 




die Integration der Repressorelemente keine signifikante Veränderung der GFP-Expression 
erreicht werden (Abbildung 3. 16).  
 
 
Abbildung 3. 16: EGFP-Expression in S2-Zellen Expression des Reportergens eGFP unter 
Kontrolle verschiedener Promotorkonstrukte (pAc5.1/MotB::eGFP; pAc5.1/Mot2::eGFP) in S2-Zellen 
im Vergleich zur Kontrolle (pAc5.1::eGFP). Dargestellt sind der Mittelwert sowie die 
Standardabweichung vom Mittelwert (n = 4).  
Neben der Zählung GFP-exprimierender Zellen wurden die Proteinextrakte der 
verschiedenen Zelllinien mittels Western-Blot aufgetrennt und das Verhältnis der EGFP- zur  
β-Galactosidase-Proteinexpression mit Hilfe der ImageJ Software (http://rsbweb.nih.gov/ij/) 
densiometrisch abgeschätzt (http://howtowesternblot.net/data-analysis-3/quantification/) 
(Abbildung 3. 17). Die Menge des gebildeten Proteins in den einzelnen Zelllinien wird durch 
die Präsenz der Repressorbindestellen Motiv 2 und Motiv B nicht vermindert.  
Der Western Blot und die anschließende Quantifizierung wurden zwar nur ein einziges Mal 
durchgeführt, trotzdem decken sich die Ergebnisse mit den zuvor beschriebenen 
Beobachtungen, dass die Integration der Repressorelemente allein wahrscheinlich nicht 
ausreicht, die Repression des GFP-Reportergens zu vermitteln.  
Die Ergebnisse aus den Zellkulturversuchen werden auch durch die zuvor durchgeführten in 




Positionen -1 oder -1500 bp im pipe-Promotor relativ zum Transkriptionsstart war dieses 
nicht mehr in der Lage die Repression des LacZ-Reportergens in dorsalen Follikelzellen zu 
vermitteln (vgl. Anhang Abbildung A 6; vgl. (Technau, Knispel et al. 2012)).  
 
Abbildung 3. 17: Western Blot und densiometrische Abschätzung zum Vergleich der GFP-
Expression in S2-Zellen (a) Proteinlysate der S2-Zellen, die mit den Reporterkonstrukten 
pAc5.1::eGFP (Kontrolle), pAc5.1/MotB::eGFP (Lysat Mot B) oder pAc5.1/Mot2::eGFP (Lysat Mot 2) 
sowie jeweils dem Normalisierungsvektor pAc5.1::LacZ transfiziert waren, wurden mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt. β-Galactosidase (116 kDa) und GFP (27 kDa) wurden mittels monoklonalen Antikörpern 
detektiert. Als Ladekontrolle wurde β-Actin verwendet. (b) Tabellarische Darstellung der Ergebnisse 
der densiometrischen Quantifizierung der Western Blot-Banden mit dem Programm ImageJ und 
relative Quantifizierung der GFP-Proteinexpression. 
 
3.4.4 Funktionelle Charakterisierung des erweiterten Repressorelements in vivo 
Da sowohl die Deletion des Repressorelements Motiv B nicht zu einer uniformen Dere-
pression von pipe im Follikelepithel führt als auch die Integration von Motiv B oder Motiv 2 in 
einen fremden Sequenzkontext jeweils allein nicht ausreicht, um die Repression eines 
Genes zu vermitteln, wurde der 69 bp lange Sequenzabschnitt, der beide Motive umfasst 
aus dem endogenen pipe-Promotor deletiert (1,6∆69) und anschließend die Expression des 
EGFP-Pipe-Fusionskonstrukts im Follikelepithel visualisiert (siehe Abbildung 3. 18).  
Unter Kontrolle des 1,6∆69-Promotors weitet sich die Expression des Reporterproteins wie 
auch in Ovarien der transgenen 1,6∆B::EGFP-Pipe Fliegen bis in dorsale Follikelzellen aus, 
wobei aber das Signal im dorsalen Teil der Eikammer immer noch schwächer ist als im 
ventralen Teil (b, b´). Gleiches gilt auch für die Verteilung der mRNA (a, a´). Somit führt auch 





Erst kürzlich identifizierten zwei Arbeitsgruppen unabhängig voneinander den Repressor 
Mirror (Andreu, Gonzalez-Perez et al. 2012; Fuchs, Cheung et al. 2012) als Faktor für die 
dorsale Repression. Mehrere im Motiv 69 liegende Iroquois-Bindestellen (IBS) vermitteln die 
Bindung von Mirror an den pipe-Promotor. Die Untersuchungen in Zellkultur sowie mit 
transgenen Fliegen zeigen aber auch, dass diese (IBS-) Sequenzen allein nicht ausreichen. 
Entweder befinden sich noch weitere Iroquois-Bindestellen im pipe-Promotor oder ein 
bislang noch nicht identifizierter Transkriptionsfaktor ist zusätzlich an der Regulation von pipe 
beteiligt. 
 
Abbildung 3. 18: Expression des EGFP-Pipe-Fusionsproteins unter Kontrolle des intern 
deletierten Promotors (a-a´) Lateralansicht von Eikammern im Stadium 10 A, die mit dem anterioren 
Ende nach links sowie der dorsalen Seite nach oben orientiert sind. (a) in-situ-Hybridisierung mit einer 
Digoxigenin-gekoppelten Sonde zur Visualisierung der endogenen pipe- und eGFP-pipe mRNA-
Expression unter Kontrolle des 1,6∆69-Promotors. (a´) anti-GFP Antikörperfärbung zur Visualisierung 
der Expression des Fusionsproteins unter Kontrolle des intakten des 1,6∆69- Promotors. 
 
3.5 Einfluss der pipe-Expression auf die embryonale Musterbildung 
Die Bildung der embryonalen dorsoventralen Achse hängt von der vorher gehenden 
Etablierung dieser Achse im Ovar ab. Für die Übertragung der Polarität von den 
Follikelzellen auf den späteren Embryo ist die Expression von pipe notwendig. pipe wird in 
einer ventralen Domäne, die 40% des Eikammer-Umfangs umfasst, uniform exprimiert. 
Korrespondierend zu dieser Region wird im späteren Embryo innerhalb dieser Domäne, die 
a noch 40% der dorsoventralen Achse entspricht, der Glocken-förmige Dorsal-Gradient 
etabliert. Zwar ist durch die ektopische Expression in dorsalen Follikelzellen bereits gezeigt 




Polarität zu initiieren. Es ist aber nicht bekannt, ob durch die Position der pipe-
Expressionsdomäne nur eine anfängliche Asymmetrie etabliert wird oder ob diese den 
Rahmen, in welchem die folgenden Musterbildungsprozesse ablaufen, festlegt. Hinweise auf 
letztere Hypothese geben grk- oder egfr-Mutanten, in denen sich die endogene pipe-
Domäne in laterale Regionen des Follikelepithels ausweitet. In Folge dessen wird der Dorsal-
Gradient nicht nur breiter; in einigen Fällen spaltet sich das ventrale Maximum des 
intranukleären Transkriptionsfaktors auch in zwei Maxima auf, die nun die ventrale Mittellinie 
flankieren. Diese Duplikation der embryonalen Achse kann möglicherweise durch die 
unterschiedlichen Eigenschaften der im Perivitellinspalt generierten Spätzle-Produkte erklärt 
werden (vgl. Abb. 1. 7). Diese Beobachtungen, schließen aber nicht aus, dass auch schon 
kleine Expressionsdomänen eine Asymmetrie im Follikelepithel induzieren könnten, welche 
für die Initiierung der dorsoventralen Musterbildung ausreichend ist. 
Welche Prozesse im Perivitellinspalt der Bildung des Dorsal-Gradienten zu Grunde liegen, ist 
ebenfalls noch nicht vollständig geklärt. Zwar ist mit dem C-terminalen Spätzle-Fragment der 
Ligand des Toll-Rezeptors im Embryo bekannt, wie und ob dessen graduelle Verteilung, 
welche die Bildung des Dorsal-Gradient im Embryo auslöst, durch pipe etabliert und 
eventuell stabilisiert wird, ist jedoch noch ungeklärt. Möglicherweise erfolgt in der ventralen 
pipe-Domäne nicht nur die Bildung eines Aktivators des Toll-Signalwegs, sondern zusätzlich 
eines Inhibitors. Laterale Inhibition führt dann zur ventralen Stabilisierung des Spätzle- 
respektive Dorsal-Gradienten und bietet auch eine Erklärung für die Achsenduplikation.  
Um die Rolle von pipe als Verbindungselement zwischen Ovar und Embryo zu untersuchen, 
wurde die endogene Expression mit unterschiedlichen Methoden manipuliert und die 
Auswirkung dieser veränderten Expression auf die Musterbildung im Embryo visualisiert. 
 
3.5.1 Uniforme Expression von pipe führt zur partiellen Lateralisierung  
Da pipe erwiesenermaßen für die Induktion des ventralen Pols der DV-Achse im Embryo 
benötigt wird, wurde untersucht, ob die vollkommen symmetrische Expression von pipe zu 
einer kompletten Ventralisierung des Embryos führt oder ob eine Asymmetrie und somit eine 
dorsoventrale Polarität im Embryo etabliert wird. Hierzu wurde pipe im gesamten 
Follikelepithel mit Hilfe der Cy2-Gal4-Treiberlinie in Fliegen mit einem pipe-negativen 
Hintergrund (UASpipST2pip684/UASpipST2pipC14) uniform exprimiert. Die Auswirkungen auf die 
Initiierung der dorsoventralen Achse sowie auf deren Polarität wurden durch 





Abbildung 3. 19: Auswirkung fehlender pipe-Expression sowie der uniformen pipe-
Überexpression auf die dorsoventrale Achse des Embryos (a,d) Kutikulapräparate von 
Embryonen, die mit dem anterioren Pol nach links orientiert sind. (a) Dorsalisierter Kutikulaphänotyp 
des Embryos eines pipe mutanten Weibchens; der Embryo bildet einen Schlauch aus dorsalisiertem 
Gewebe, das durch Vorhandensein der feinen Härchen gekennzeichnet ist. (b-d) Kutikulaphänotypen 
der Embryonen von pipe mutanten Weibchen, in deren Follikelepithel pipe bei 18°C (b), 25°C (c) oder 
29°C (d) uniform überexprimiert wurde. Mit ansteigender Temperatur erhöht sich der Anteil von 
lateralem Gewebe, das durch das Vorhandensein ventraler Zähnchenbänder gekennzeichnet ist.  
Die uniforme Expression von pipe resultiert in einer Lateralisierung des späteren Embryos, 
die durch die Ausdehnung der ventralen Zähnchenbänder in den Kutikulas sichtbar wird. 
Während die uniforme Expression von pipe bei 18°C nur posterior zu einer Initiierung 
lateraler Strukturen führt, umgeben diese bei höheren Temperaturen und verstärkter pipe-
Expression, beinahe den gesamten Embryo entlang der anteriorposterioren Achse.  
 
3.5.2 Uniforme Expression von pipe führt zum Verlust der Bilateralsymmetrie 
Um die fast vollständige Lateralisierung der Embryonen zu verifizieren und zudem die 
Identität des nicht mit Zähnchenbändern besetzten Gewebes zu klären, wurden in-situ-
Hybridisierungen mit Sonden gegen verschiedene Dorsal-Zielgene in den entsprechenden 





Abbildung 3. 20: Expression verschiedener Dorsal-Zielgene in Embryonen nach uniformer 
Überexpression von pipe im Follikelepithel (a-d) In-situ-Hybridisierung mit Digoxigenin-gekoppelten 
Sonden zur Visualisierung der Expression verschiedener Dorsal-Zielgene in Embryonen von           
Cy-Gal4;UASpipST2pip684/UASpipST2pipC14-Müttern. (a,a´) mRNA-Expression des ventralen Markergens 
snail, (b,b´) des lateralen Markergens rhomboid, (c) des lateralen Markergens short gastrulation sowie 
(d) des dorsalen Markergens decapentaplegic. 
Überraschenderweise ist die erwartete uniforme Lateralisierung des Embryos, reflektiert 
durch die ringförmige Expression von rhomboid (Abbildung 3. 20 b), nur in wenigen Fällen zu 
beobachten. In den meisten Fällen ist noch immer eine dorsoventrale Asymmetrie zu 
erkennen, wobei aber die bilaterale Symmetrie entlang der AP-Achse aufgehoben ist. Die 
Embryonen weisen häufig eine nach lateral erweiterte snail-Domäne auf; dies bleibt aber 
meist auf die posteriore Hälfte der AP-Achse beschränkt (Abbildung 3. 20 a,a´). Die  
Expression von rho (b´) oder sog (c) zeigt die Lateralisierung der Embryonen besonders 
anterior und dorsal an. Der vollständige Verlust dorsalen Gewebes führt zum Verschwinden 
der decapentaplegic-Expression entlang des Eiumfangs; nur an den Polen wird dpp durch 
Einflüsse des Terminalsystems induziert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass für die 
Etablierung einer dorsoventralen Achse entweder keine durch pipe generierte Asymmetrie 
notwendig ist oder durch die verwendeten Treiberlinien trotz allem eine asymmetrische 
Verteilung der pipe-Aktivität generiert wird. Möglicherweise reichen schon geringste 




3.5.3 Analyse der Treiberlinienexpression 
Zur Visualisierung der pipe-Expression unter der Kontrolle des verwendeten uniformen Cy2-
Gal4-Treibers sowie des noch stärker und früher aktiven Traffic jam-Gal4-Treibers, wurde 
eine in-situ-Hybridisierung mit einer pipe-Sonde in Ovarien durchgeführt. Um die zwei 
Extreme der pipe-Expressionslevel zu zeigen – sehr schwache im Gegensatz zur sehr 
starken Überexpression von pipe – wurde die Expression mit Cy2-Gal4 bei 18°C sowie 29°C 
und mit Traffic jam-Gal4 bei 18°C sowie 29°C visualisiert (Abbildung 3. 21).  
 
Abbildung 3. 21: pipe-Expression im Follikelepithel unter Kontrolle zweier uniform aktiver 
Treiberlinien Lateralansicht von Eikammern im Stadium 10 A, die mit dem anterioren Ende nach links 
sowie der dorsalen Seite nach oben orientiert sind. in-situ-Hybridisierung mit einer Digoxigenin-
gekoppelten Sonde zur Visualisierung der pipe-mRNA-Expression bei Verwendung verschiedener 
Gal4-Treiberlinien bei 18°C und 29°C. Die pipe-Expression ist abhängig von der Treiberlinie und der 
Temperatur schwach und unregelmäßig bis sehr stark und uniform im gesamten Follikelepithel 
nachweisbar.   
Die Verwendung der Cy2-Gal4-Linie bei niedrigen Temperaturen zur uniformen Expression 
ermöglicht nur eine schwache und unregelmäßige Expression von pipe  Dies könnte als 
Erklärung für die beobachtete dorsoventrale Polarität in den Nachkommen herangezogen 
werden, die möglicherweise schon durch eine geringe (temporäre) Asymmetrie initiiert 
werden kann. Bei 29°C ist die Expression etwas stärker und uniformer. Im Gegensatz zur 
etwas schwächeren Cy2-Gal4-Treiberlinie ermöglicht die Traffic jam-Gal4-Linie schon bei 
18°C eine regelmäßige und bei 29°C eine sehr starke uniforme Expression von pipe im 
Follikelepithel. Der Traffic jam-Gal4-Treiber ermöglicht zudem eine zwei- bis dreimal stärkere 




3.5.4 Etablierung einer in-situ-Hybridisierung zur simultanen Analyse der Dorsal-
Zielgene snail und rhomboid 
Die Überexpression von pipe im Follikelepithel führt zu einer solch starken Veränderung der 
Expressionsmuster der Dorsal-Zielgene, dass an Hand deren einzelner Expressionsmuster 
die Polarität der DV-Achse nicht mehr eindeutig feststellbar ist. Daher werden für weitere 
Analysen des Einflusses von pipe auf die embryonale Musterbildung die direkten Zielgene 
sna und rho simultan detektiert. Abbildung 3. 22 zeigt deren Expressionsdomänen im WT im 
Laufe der Embryonalentwicklung. 
 
Abbildung 3. 22: Expression der Dorsal-Zielgene snail und rhomboid während 
verschiedener Stadien der Embryogenese (a-f) In-situ-Hybridisierung zur Visualisierung der Dorsal-
Zielgene snail (rot) und rhomboid (grün) in WT-Embryonen. (a) Ventralansicht eines Embryos im 
Stadium 4; snail wird in einem durchgehenden ventralen Streifen entlang der AP-Achse des Embryos 
exprimiert und beidseitig lateral von rhomboid flankiert. (b) Ventralansicht eines Embryos in Stadium 5; 
snail wird in den ventralsten 20% des Embryos in einem scharf begrenzten Streifen exprimiert und an 
den terminalen Polen reprimiert. Die flankierende rho-Expression beginnt sich zu segmentalen 
Abschnitten zu verdichten. (c) Lateralansicht eines Embryos im Stadium 6; rho-Expression ist auch im 
dorsalen Ektoderm nachweisbar. (d) Ventro-lateralansicht eines Embryos während der Gastrulation in 
Stadium 7. snail-exprimierende Zellen invaginieren mit Bildung der Ventralfurche. (e) Ventro-
lateralansicht eines Embryos im Stadium 9-10; nach der Keimstreif-Ausstreckung verschwindet die 
sna-Expression im Mesoderm; snail-Transkripte sind jetzt im ventralen und neurogenen Ektoderm 
nachweisbar. rho wird entlang der ventralen Mittellinie im Mesektoderm exprimiert. (f) Ventralansicht 
eines Embryos im Stadium 11-12; rho wird entlang der ventralen Mittellinie im Mesektoderm und im 
kardialen Mesoderm exprimiert. 
 
3.5.5 Asymmetrische pipe-Expression ist nicht notwendig für die Initiierung der DV-
Achsenpolarität 
Um zu Überprüfen, wie sich die unterschiedlichen Expressionsstärken der Treiberlinien und 
die Ausdehnung der pipe-Expressionsdomäne auf die embryonale Musterbildung auswirken, 
wurde pipe bei verschiedenen Temperaturen mit dem Cy2-Gal4- oder Traffic jam-Gal4-
Treiber in pipe negativen wie auch WT-Weibchen exprimiert. Durch den Vergleich der sna- 
und rho-Expressionsmuster in Nachkommen von Weibchen mit bestehender asymmetrischer 




generierter Asymmetrie (UASpipST2pip684/UASpipST2pipC14-) (Abbildung 3. 25 und 3. 27) kann 
darauf geschlossen werden, ob die beobachtet Polarität nach uniformer Überexpression von 
pipe durch Unregelmäßigkeiten in der Treiberlinien-Aktivität oder einem endogenen 
„ventralisierenden Faktor“ verursacht wird.  
 
Abbildung 3. 23: Expression der Dorsal-Zielgene snail und rhomboid in Embryonen nach 
uniformer Überexpression von pipe im Follikelepithel von WT-Weibchen in-situ-Hybridisierung 
zur Visualisierung der Dorsal-Zielgene in Embryonen von Cy-Gal4;UASpipST2pipw/e/+ -Müttern. Bei 
18°C wird snail ventral und rho lateral in einem WT-ähnlichen Muster exprimiert. Bei höheren 
Temperaturen verbreitert sich die snail-Domäne entlang der gesamten AP-Achse oder spaltet sich - 
anterior beginnend - entlang der ventralen Mittellinie auf. rho wird hier in allen verbleibenden Zellen, in 
den keine sna mRNA nachweisbar ist, exprimiert. 
Die Expression von pipe mit Hilfe des Cy2-Gal4-Treibers im WT-Hintergrund bedingt eine 
zwar unregelmäßige aber schwache Expression von pipe im gesamten Follikelepithel, 
welche die endogene ventrale Expressionsdomäne überlagert. Trotz uniformer pipe-
Expression verbleibt eine Asymmetrie bezüglich der Präsenz von Pipe sowie der EZM-
Modifikationen im Perivitellinspalt. Die eindeutig ventral lokalisierten Expressionsdomänen 
von snail unter allen Temperaturbedingungen zeigen, dass die uniforme Präsenz von pipe 
zwar die Region, in welcher die embryonalen Musterbildungsprozesse ablaufen, vergrößert, 
diese aber auf Grund der bestehenden Asymmetrie stets ventral initiiert werden. Die geringe 
Verstärkung der WT-Domäne von pipe führt in einigen Fällen zu einer leichten lateralen 
Expansion der snail-Expression im Embryo; rho wird in einem WT-ähnlichen Muster 
exprimiert (Abbildung 3. 23). Bei höherern Temperaturen und einer starken Erhöhung der 
pipe-Expression im ventralen Teil expandiert die snail-Expression stark nach lateral und 




sna-negativen Zellen exprimiert wird. In vielen Fällen kommt es auch zu einer Aufspaltung 
der Achse. Ähnliche Phänotypen können in Nachkommen von grk-- und egfr- -Weibchen mit 
einer expandierten pipe-Domäne oder in Embryonen, in denen die Konzentration von 
Spätzle durch mRNA-Injektion erhöht wurde, beobachtet werden. 
Die Expansion ventraler und lateraler Schicksale wird auch durch die Verteilung von Dorsal 
reflektiert (Abbildung 3. 24). 
 
Abbildung 3. 24: Verteilung von intranukleärem Dorsal in WT-Embryonen und in 
Embryonen nach uniformer Überexpression von pipe im Follikelepithel (a-d´) Lateralansicht von 
Embryonen, die mit dem anterioren Pol nach rechts und der dorsalen Seite nach oben orientiert sind. 
(a-b´) Dorsal-Venus liegt in ventralen Kernen in einer hohen Konzentration vor, in dorsalen Kernen ist 
es nicht nachweisbar. (c-d´) Dorsal-Venus liegt in beinahe allen Kernen, besonders aber in der 




Überraschenderweise führt die Expression von pipe mit Hilfe des Cy2-Gal4-Treibers in 
Fliegen mit pip --Hintergrund zu ähnlichen Ergebnissen (Abbildung 3. 25). Auch in deren 
Nachkommen werden snail und rhomboid asymmetrisch exprimiert. 
 
Abbildung 3. 25: Expression der Dorsal-Zielgene snail und rhomboid in Embryonen nach 
uniformer Überexpression von pipe im Follikelepithel in-situ-Hybridisierung zur Visualisierung der 
Dorsal-Zielgene in Embryonen von Cy-Gal4;UASpipST2pip684/UASpipST2pipC14-Müttern. Bei 18°C wird 
snail in einem beinahe WT-ähnlichen Muster ventral exprimiert. Bei höheren Temperaturen werden 
die anteriore Expression und die bilaterale Symmetrie der sna-Expression aufgehoben. Die 
Expression von rho expandiert entlang der AP-Achse nach dorsal. 
Obwohl die Expression von pipe unter Kontrolle des Cy2-Gal4-Treibers nicht immer uniform 
erfolgt, sollten die entstandenen Expressions-Asymmetrie keinen Regeln folgen sondern 
zufällig etabliert werden. Trotzdem ist unter verschiedenen Temperaturbedingungen in allen 
Embryonen eine eindeutige Polarität der dorsoventralen Achse erkennbar, wobei ventrale 
Identitäten stets auch in der, an der Eiform erkennbar, ventralen Region spezifiziert werden.  
Bei 18°C wird snail in einem Muster exprimiert, das innerhalb der WT-Expressionsdomäne 
liegt. Zwar sind die Grenzen zwischen mesodermalem und lateralem Gewebe sowie an den 
Termini nicht mehr so scharf wie im Wildtyp oder in Nachkommen von Cy2-Gal4; 
UASpipST2pipw/e/+-Fliegen, die Embryonen besitzen aber eindeutig eine asymmetrische 
dorsoventrale Achse. Auch die Expansion der snail-Expression und die spätere Aufspaltung 




Seite beobachtet werden. Auch die bilaterale Symmetrie der snail-Expression ist 
aufgehoben, da keine Stabilisierung der Muster durch die scharfen Grenzen der endogenen 
pipe-Expression gewährleistet wird.  
Sehr auffällig ist, dass in Nachkommen von Cy2-Gal4;UASpipST2pipC14/UASpipST2pip684- wie 
auch in Cy2-Gal4;UASpipST2pipw/e/+-Fliegen die Expression von rhomboid nicht mehr in zwei 
lateralen Streifen erfolgt. Stattdessen expandiert dessen Expression nach dorsal und 
teilweise auch nach ventral, wo es zu einer Fusion der getrennten Domänen kommt. Oft ist 
daher eine ringförmige Expression in sieben segmentalen Streifen erkennbar, die höchsten 
lokal von snail-exprimierenden Zellen unterbrochen wird. In keinem Falle ist aber eine 
gleichzeitige Expression von rho und sna in einer Zelle zu beobachten. Die uniforme rho-
Expansion ist eindeutig auf die Expansion der lateralen Domäne zurück zu führen; die 
Expansion der dorsalen Expressionsdomäne kann hingegen ausgeschlossen werden, da der 
charakteristische anteriore dorsale Streifen respektive Ring fehlt, welcher in dorsalisierten 
Embryonen leicht zu erkennen ist (vgl. Abb. 3. 22 c).  
snail markiert in allen Embryonen die ventrale Region höchster Dorsal-Aktivität, welche 
während der Embryogenese, ausgehend von einer Weite von 20% in frühen Stadien auf bis 
zu 25% des Eiumfangs in späteren Stadien, expandiert und sich nach Erhöhung der Pipe-
Dosis aufspaltet. Im WT bleibt die Steigung des Dorsal-Gradienten während der gesamten 
Entwicklung konstant und wird durch eine ebenfalls konstant weite sog- oder rho-Domäne 
reflektiert (Reeves, Trisnadi et al. 2012). Der ausgedehnten rho-Expression nach uniformer 
Überexpression muss demnach ein veränderter, möglicherweise flacherer Dorsal-Gradient 
zu Grunde liegen. 
Die Tatsache, dass trotz uniformer Expression von pipe die dorsoventrale Achse eine 
eindeutige Polarität aufweist und der ventrale Pol wie in WT-Embryonen auch auf der 
ventralen Seite liegt, deuten darauf hin, dass entweder die Cy2-Gal4-Treiberlinie eine leichte, 
möglicherweise temporale, asymmetrische Expression verursacht oder ein noch 
unbekannter Faktor an der Initiierung oder Stabilisierung der DV-Achse beteiligt ist. Erst die 
sehr starke Überexpression von pipe bei 29°C mit der Traffic jam-Gal4-Treiberlinie 
(Abbildung 3. 26 und 3. 27) ermöglicht die Überwindung der ventral etablierten Asymmetrie 
bzw. eines unbekannten, eine zusätzliche Asymmetrie etablierenden, Faktors. Zwar ist in 
manchen Fällen noch eine kleine verbleibende sna-Expressionsdomäne nachweisbar, die 
auf eine noch geringe Asymmetrie hindeutet, meistens ist die DV-Polarität aber aufgehoben 






Abbildung 3. 26: Expression der Dorsal-Zielgene snail und rhomboid in Embryonen nach 
starker, uniformer Überexpression von pipe im Follikelepithel von WT-Weibchen in-situ-
Hybridisierung zur Visualisierung der Dorsal-Zielgene in Embryonen von Traffic jam-Gal4; 
UASpipST2pipw/e/+ -Müttern. Bei 18°C wird snail ventral und rho lateral in einem WT-ähnlichen Muster 
exprimiert. Bei 25°C ist die bilaterale Symmetrie der sna-Expression aufgehoben. Die Expression von 
rho expandiert entlang der gesamten AP-Achse nach dorsal, snail wird nur noch an den Termini oder 
in begrenzten Regionen im posterioren Teil des Embryos exprimiert. Bei 29°C wird snail in einer 
posterioren, rho in einer anterioren, ringförmigen Domäne exprimiert.  
Überraschenderweise kann durch die Überexpression von pipe auch der repressorische 
Einfluss des Terminalsystems überwunden werden, der normalerweise die Expression der 
embryonalen, dorsoventralen Gene an den beiden Polen unterdrückt. Die Präsenz von sna 
am anterioren als auch am posterioren Pol deutet auf zwei Maxima des Dorsal-Gradienten 
an den Termini hin, die durch mittlere intranukleäre Dorsal-Konzentrationen entlang der AP-
Achse, die zur Aktivierung der rho-Expression führen, getrennt sind. Obwohl die Asymmetrie 
der DV-Achse aufgehoben ist, wird eine neue Asymmetrie entlang der AP-Achse sichtbar. 
Auch dieser Phänotyp kann mit der beobachteten Aufspaltung der Achse durch Expansion 







Abbildung 3. 27: Expression der Dorsal-Zielgene snail und rhomboid in Embryonen nach 
starker, uniformer Überexpression von pipe im Follikelepithel In-situ-Hybridisierung zur 
Visualisierung der Dorsal-Zielgene in Embryonen von Traffic jam-Gal4; UASpipST2pip684/ 
UASpipST2pipC14-Müttern. Bei 18°C wird snail in einem beinahe geschlossenen Ring entlang der DV-
Achse im posterioren Drittel des Embryos exprimiert. Bei höheren Temperaturen wird snail nur 
sporadisch im posterioren Drittel des Embryos entlang der DV-Achse exprimiert oder beschränkt sich 
auf die terminalen Polregionen. rho wird bei 25°C in einigen Fällen und bei 29°C meist uniform entlang 
der gesamten AP- sowie DV-Achse exprimiert. 
Die Ergebnisse zeigen, dass keine oder nur eine sehr geringe Asymmetrie in der uniformen 
pipe-Expression notwendig ist, um eine polarisierte DV-Achse zu initiieren. Unbekannt ist 
aber, ob eine geringe asymmetrische pipe-Expression innerhalb der Eikammer allein schon 
ausreicht oder ob die pipe-Expression einen bestimmten Schwellenwert überschreiten muss, 
um die Achsenbildung zu initiieren. 
 
3.5.6 Asymmetrische pipe-Expression ist nicht ausreichend für die Initiierung der 
DV-Achsenpolarität 
Die endogene ventrale pipe-Domäne umfasst etwa 40% des Umfanges einer Eikammer und 
spezifiziert den ventralen Pol der dorsoventralen Achse. Hierdurch wird eine Asymmetrie in 
der Eikammer etabliert. Um zu testen ob allein die Etablierung einer Asymmetrie ausreicht, 
um dorsoventrale Musterbildung auszulösen oder ob noch weitere Faktoren wie eine 
bestimmte Weite der Expressionsdomäne oder Stärke der pipe-Expression oder ein 
zusätzlicher ventralisierender Einfluss benötigt werden, wurde pipe in Ovarien von 
UASpipST2pip684/ UASpipST2pipC14-Fliegen mit dem 55B-Gal4-Treiber am anterioren oder dem 





Abbildung 3. 28: Auswirkung anteriorer und posteriorer pipe-Expression im pipe-
negativen Hintergrund auf die embryonale Achsenbildung (a,b) Kutikulapräparate von 
Embryonen, die mit dem anterioren Pol nach links orientiert sind. In beiden Fällen sind dorsalisierte 
Kutikulaphänotypen der Nachkommen von pipe-negativen Weibchen gezeigt, in denen pipe in 
anterioren Follikelzellen (a) oder posterioren Follikelzellen (b) exprimiert wurde. Die Embryonen 
bestehen aus einem Schlauch aus dorsalisiertem Gewebe, das durch das Vorhandensein feiner 
Härchen charakterisiert ist. (c,d) In-situ-Hybridisierung zur Visualisierung der dorsoventralen 
Markergene rho (c) und dpp (d) in Embryonen von E4-Gal4/55B-Gal4;UASpipST2pip684/ 
UASpipST2pipC14-Müttern. Die lateralen bzw. dorsalen Expressionsdomänen von rho sowie dpp 
expandieren symmetrisch um die gesamte embryonale DV-Achse und zeigen eine vollständige 
Dorsalisierung des Embryos an. 
Die Expression von pipe in einer begrenzten Population von anterioren oder posterioren 
Follikelzellen reicht nicht aus, um dorsoventrale Musterbildungsprozesse zu initiieren. In 
beiden Fällen sind die Nachkommen vollständig dorsalisiert, was am Fehlen ventraler 
Zähnchenbänder und dem Vorhandensein dorsaler Härchen auf dem gesamten 
schlauchförmigen Embryo in den Kutikulapräparaten erkennbar ist. Zusätzlich wird diese 
Dorsalisierung durch die uniforme Expansion der dorsalen rho-Expressionsdomäne (vgl. 
Abb. 3. 28 c) sowie der uniformen Expression von dpp (d) entlang der dorsoventralen Achse 
visualisiert. Dies deutet darauf hin, dass die Expression von pipe mittels der Treiberlinien 
55B-Gal4 oder E4-Gal4 zu schwach oder die Expressionsdomäne zu klein ist und 
Musterbildung erst nach Überschreiten eines bestimmten Schwellenwertes initiiert werden 
kann. Die angenommene minimale Expressionsgröße oder der Schwellenwert werden 
möglicherweise erst erreicht, wenn pipe mit Hilfe der posterior aktiven Treiberlinie Gal4-DE1 
in posterioren Follikelzellen exprimiert wird. In diesem Falle sind am posterioren Pol von 




3.5.7 Etablierung eines Vitellinmembranmarkers zur Detektion von Follikelzellklonen  
Die in den voran gegangenen Abschnitten beschriebenen Experimente deuten darauf hin, 
dass die asymmetrische Expression von pipe nicht notwendig ist oder dass ein zusätzlicher 
Faktor eine ventrale Position der Achsenbildung favorisiert. Möglicherweise wird die 
Etablierung ventraler Schicksale in der dorsalen Region des Embryos durch diesen Faktor, 
oder einem, von der endogenen pipe-Domäne ausgehenden Inhibitor, unterdrückt oder 
erschwert.  
Zudem kann angenommen werden, dass eine einfache Asymmetrie, die durch eine geringe 
pipe-Expression bedingt wird, nicht ausreicht um embryonale Musterbildungsprozesse im 
ausreichenden oder korrekten Maße zu initiieren.  
Um zu testen, in wie fern Größe und Position der pipe-Expressionsdomäne für die Initiierung 
der embryonalen Musterbildung notwendig sind, wurden ektopische pipe-exprimierende 
Klone im Follikelepithel induziert. Die Korrelation der ektopischen pipe-Expression mit den 
resultierenden embryonalen Mustern erfolgte dann mit Hilfe des RFP-gekoppelten Vitelline 
membrane like-Protein (VML-RFP) (Zhang, Stevens et al. 2009), welches von Follikelzellen 
sezerniert und dann in die Vitellinmembran des Embryos eingebaut wird. Wird es nun mittels 
des UAS/Gal4-Systems mit pipe ko-exprimiert, reflektiert VML-RFP die vorangegangene 
Aktivität respektive Expression von pipe im Follikelepithel und die Präsenz enzymatisch 
modifizierter Vitellinmembrankomponenten, welche die Spaltung von Spätzle im Perivitellin-
spalt (PVS) durch die proteolytische Kaskade und die Etablierung des Dorsal-Gradienten 
ermöglichen (Abbildung 3. 29).  
 
Abbildung 3. 29: Schematische Darstellung der Klonmarkierung durch VML-RFP pipe-
exprimierende Follikelzellklone exprimieren gleichzeitig VML-RFP, welches in die embryonale 
Vitellinmembran inkorporiert wird. VML-RFP-markierte Regionen der Vitellinmembran reflektieren 
Bereiche im Perivitellinspalt des Embryos, die dem Einfluss der von Pipe modifizierten EZM-
Umgebung unterliegen und in denen die Initiierung der proteolytischen Kaskade, welche zur Bildung 




Um zu testen, ob die Inkorporation von VML-RFP in die Vitellinmembran tatsächlich die 
Position und Größe der induzierten Follikelzell-Klone reflektiert, wurde die Expression von 
UAS-GFP und UAS-VML-RFP während verschiedener Oogenese-Stadien untersucht 
(Abbildung 3. 30).   
 
Abbildung 3. 30: Visualisierung von Klonen im Follikelepithel (a-b´´) Lateralansicht von 
Eikammern im Stadium 10 und Stadium 14 die mit dem anterioren Ende nach links sowie der dorsalen 
Seite nach oben orientiert sind. Die Expression des Reportergens GFP wurde durch eine anti-GFP- 
Antikörperfärbung sichtbar gemacht (a, b), während der Einbau von VML-RFP in die EZM im 
Perivittelinspalt (a´) und in die Vitellinmembran (b´) direkt visualisiert wurde. Die DAPI-Färbungen 
zeigen die Unversehrtheit des Follikelepithels (a´´,b´´). Die gestrichelten Linien markieren den 
äußeren Rand des induzierten Follikelzellklons, dessen „Abdruck“  sich als VML-RFP in der EZM und 
in der Vitellinmembran wieder findet. 
Im Stadium 10 der Oogenese, in welchem durch die ventrale Expression von pipe die 
dorsoventrale Polarität festgelegt wird, entspricht das Muster des im Perivitellinspalt 
lokalisierten VML-RFP genau den darüber liegenden GFP-positiven Follikelzellen. In 
späteren Stadien wird diese Korrelation zwar schwächer, d. h. die Expressionsdomänen 
beider Proteine sind nicht mehr exakt deckungsgleich wie in Stadium 10, dies kann aber auf 
morphogenetische Bewegungen der Follikelzellen im Laufe der Oogenese und die 
unterschiedliche Stabilität beider Genprodukte zurück geführt werden. Insgesamt lassen die 
Ergebnisse darauf schließen, dass VML-RFP als Marker für die Klon-Lokalisation und Größe 
herangezogen werden kann.  
VML-RFP-markierte Bereiche der Vitellinmembran reflektieren somit den vorangegangenen 







3.5.8 Kloninduktion  
Um zu testen, ob und welchen Effekt die ektopische pipe-Expression auf die dorsoventrale 
Achsenbildung hat, wurden Klone im Follikelepithel induziert. Neben der Kloninduktion im 
WT-Hintergrund erfolgte die Kloninduktion ebenfalls im Follikelepithel pipe-mutanter 
Weibchen.  
Der Nachweis der ektopischen pipe-Expression mittels in-situ-Hybridisierung zeigt, dass die 
Kloninduktion im WT- als auch im mutanten Hintergrund entlang der gesamten 
anterioposterioren sowie dorsoventralen Achse möglich ist (Abbildung 3. 31). 
Abbildung 3. 31: pipe-Expression nach Klon-Induktion in-situ-Hybridisierung zur 
Visualisierung der pipe-Expression nach Kloninduktion im Follikelepithel von Fliegen mit 
unterschiedlichen genetischen Hintergründen. Alle Eikammern sind mit dem posterioren Ende nach 
rechts und der dorsalen Seite nach oben orientiert. Die Induktion der pipe-positiven Klone kann in 
pipe-negativen- (a-d) als auch in Ovarien mit endogener, wildtypischer pipe-Expression (e,f) zufällig 
entlang der AP- und DV-Achse erfolgen. 
 
3.5.9 Einfluss der Klon-Größe und -Position auf die dorsoventrale Musterbildung im 
Embryo 
Eine einfache Asymmetrie innerhalb der Eikammer, welche beispielsweise durch die auf eine 
kleine Population anteriorer oder posteriorer Follikelzellen begrenzte Expression von pipe 
etabliert wird, reicht nicht unbedingt aus, um dorsoventrale Musterbildung zu initiieren (vgl. 
Abschnitt 3.5.6). Die Aktivität von Pipe wird wahrscheinlich in einer ventralen Region, die 
mindestens 8-12 Follikelzellen weit ist, benötigt. Gefolgert wurde dies aus der Wirkung von 
pipe loss-of-function-Klonen im ventralen Follikelepithel, die erst ab einer bestimmten Größe 
zum Ausbleiben der twist- und der angrenzenden sog-Expression führen (Nilson and 




Um die Mindestgröße der pipe-Domäne, ab der die Expression ventraler und lateraler 
Musterbildungsgene initiiert wird, direkt zu ermitteln, wurden mittels Hitzeshock pipe-
exprimierende Follikelzellklone in unterschiedlicher Größe und an zufälligen Positionen im 
Follikelepithel pipe-negativer Fliegen erzeugt (Abbildung 3. 32, 33, 34). 
 
Abbildung 3. 32: Beispiel für den Einfluss eines großflächigen ektopischen pipe-Klons im 
pipe --Hintergrund auf die embryonale DV-Achse (a,a´´) Muster der VML-RFP-Fluoreszenz auf der 
dorsalen Seite und am lateralen, posterioren Pol in der Vitellinmembran des Embryos. (a´,a´´´) in-situ-
Hybridisierung zur Visualisierung der sna- und rho-Expression innerhalb der dorsalen Region und am 
posterioren Pol. Die gestrichelten Linien markieren den äußeren Rand der VML-RFP-markierten 
Region der Vitellinmembran und des PVS, der hier enzymatisch veränderte Pipe-Substrate 
beherbergt. In einer deckungsgleichen Domäne wird der Dorsal-Gradient, reflektiert durch die 
Expression von sna und rho, gebildet. 
In Embryonen, die der Wirkung großer pipe-Klone ausgesetzt waren, bildet sich ein Dorsal-
Gradient mit Wildtyp-ähnlichem Charakter, was aus der Expression der Zielgene snail und 
rhomboid geschlossen werden kann. Hierbei zeigt sich, dass die Etablierung des ventralen 
Pols der DV-Achse sowohl auf der dorsalen wie auch auf der ventrolateralen Seite des 
Embryos möglich ist (vgl. Abb. 3. 32 a´´´). Die Präsenz von sna im Zentrum des von VML-
RFP markierten Bereichs der Musterbildung und die flankierende rho-Expression in einer 
Weite, die im anterioren und posterioren Teil der AP-Achse überwiegend der Weite der WT-
Domäne entspricht, belegt, dass die Eigenschaften des Dorsal-Gradienten denen im WT 
entsprechen. Im mittleren Teil der AP-Achse ist die Domäne, in welcher Spätzle prozessiert 
wird wahrscheinlich so schmal, dass der Schwellenwert zur maximalen Aktivierung des Toll-





Auch in Embryonen, die dem Einfluss kleiner und mittelgroßer pipe-Klone unterliegen, kann 
ab einer bestimmten Klongröße die Induktion ventraler Zellschicksale festgestellt werden 
(Abbildung 3. 33). 
 
Abbildung 3. 33: Beispiel für den Einfluss einzelner pipe-Klone im pipe--Hintergrund auf 
die embryonale DV-Achse (a,b,b´´) Muster der VML-RFP-Fluoreszenz in der Vitellinmembran zweier 
verschiedener Embryonen. (a´,b´,b´´´) in-situ-Hybridisierung zur Visualisierung der sna-Expression. (a) 
VML-RFP markiert eine kleine anteriore Region der Vitellinmembran und des PVS, die enzymatisch 
von Pipe modifizierten wurde. (a´) Im Zentrum dieser Region wird snail in einer etwa zehn Zellen 
umfassenden Domäne exprimiert. (b,b´) VML-RFP markiert eine dorsale Domäne, die mehr als 50 
Zellen umfasst. (b´) snail wird in einer weiten Domäne exprimiert, die etwa der Breite der VML-RFP 
markierten Region entspricht. Zu beiden Seiten der neuen „ventralen“ Mittellinie (gestrichelte Linie) 
invaginiert das Mesoderm an den mit Sternchen (*) markierten Positionen. 
 
VML-RFP markierte Pipe-Klone, die weniger als 10 Zellen umfassen, sind nicht in der Lage 
ventrale oder laterale Zellschicksale zu initiieren. In keinem der betroffenen Embryonen war 
die Expression der Dorsal-Zielgene sna oder rho nachweisbar. Ab einer Klongröße von mehr 
als zehn Follikelzellen ist in den davon beeinflussten Zellen der Embryonen die Expression 
von sna erkennbar. Dabei scheint die Weite der Klone entlang der DV-Achse die Breite des 
zukünftigen Mesoderms zu bestimmen. Im Gegensatz zu einer kleinen Region, die somit zu 
einer schmalen Expressionsdomäne wie in Abb. 3. 32 b´ oder zum völligen Verschwinden 
des Dorsal-Maximums führt, bedingt die Expansion von pipe über die normale 




Position der AP-Achse. Dies wird durch die Bildung zweier Invaginationen neben der 
„ventralen“ Mittellinie im Embryo in Abbildung 3. 33 (b´) visualisiert. Diese Aufspaltung der 
DV-Achse in zwei Achsenpole ist auch in Nachkommen von grk - und egfr - Fliegen zu finden 
(Morisato 2001). 
Überraschenderweise wird in Embryonen, die dem Einfluss zweier großer gegenüber-
liegender Klone unterlagen, nur ein ventraler Pol gebildet (Abbildung 3. 34). In diesem Falle 
wird der Effekt des dorsalen Klons, die ektopische Aktivierung des Toll-Rezeptors, durch die 
ventrale Domäne unterdrückt. Möglicherweise wird in dieser Region, die sich an einer 
ähnlichen Position wie die endogenen pipe WT-Domäne befindet, die Bildung des ventralen 
Pols favorisiert und die Etablierung einer zweiten Achse durch Produktion eines Inhibitors 
verhindert. Die Annahme eines Prozesses der lateralen Inhibition zur Stabilisierung der DV-
Achse wird durch Beobachtungen untermauert, dass selbst sehr große dorsale Raf-Klone im 
Follikelepithel von WT-Müttern nicht in der Lage sind dorsale twist-Expression im Embryo zu 
initiieren (Peri, Technau et al. 2002). 
 
Abbildung 3. 34: Beispiel für den Einfluss zweier gegenüber liegender pipe-Klone im  
pipe--Hintergrund auf die embryonale DV-Achse (a) Muster der VML-RFP-Fluoreszenz in der 
Vitellinmembran eines Embryos samt schematischer Darstellung der Klon-Lokalisation. (a´) in-situ-
Hybridisierung zur Visualisierung der sna-Expression. (a) VML-RFP markiert dorsale und eine ventrale 
Region der Vitellinmembran und des PVS, die enzymatisch von Pipe modifizierten wurden. (a´) Die in-
situ-Hybridisierung zur Visualisierung von sna zeigt, dass die Etablierung dorsoventraler 
Musterbildungsprozesse nur auf der ventralen Seite erfolgt. In der dorsalen Region des Embryos wird 
sna nicht exprimiert. 
 
3.5.10 Stabilisierung und Etablierung des ventralen Pols durch laterale Inhibition  
Die Beobachtung, dass ektopische pipe-Klone auf der dorsalen Hälfte des Embryos bei 
gleichzeitigem Vorhandensein ausgedehnter ventraler Klone keinen Effekt auf die 
dorsoventrale Achsenbildung haben, weist darauf hin, dass die Initiierung einer zweiten DV-
Achse durch die endogene pipe-Domäne verhindert wird. Um diesen inhibitorischen Effekt 




Eikammern erzeugt und derern Effekt auf die Etablierung des Dorsal-Gradienten und die 
Expression seiner Zielgene untersucht (Abbildung 3. 35).  
 
Abbildung 3. 35: Beispiel für den Einfluss dorsaler pipe-Klone im WT-Hintergrund auf die 
embryonale DV-Achse (a,b) Muster der VML-RFP-Fluoreszenz in der Vitellinmembran der 
Embryonen. In den jeweiligen Schemata ist die Lage des ektopisch induzierten pipe-Klons rot, die der 
endogenen pipe-Domäne lila dargestellt. (a´,b´) in-situ-Hybridisierung zur Visualisierung der sna- 
respektive rho-Expression. (a) VML-RFP markiert eine dorsale Region der Vitellinmembran und des 
PVS, die enzymatisch von Pipe modifizierten wurde. Die gestrichelte rote Linie markiert die Region 
des PVS, die vom endogenen Pipe innerhalb der WT-Domäne modifiziert wurde. (a´) Die in-situ-
Hybridisierung zur Visualisierung von sna zeigt, dass die Etablierung dorsoventraler 
Musterbildungsprozesse nur auf der ventralen Seite erfolgt. In der dorsalen Region des Embryos wird 
sna nicht exprimiert. (b) VML-RFP markiert eine kleine dorsale Region der Vitellinmembran und des 
PVS, die enzymatisch von Pipe modifizierten wurde und sich genau gegenüber der endogenen 
Domäne befindet. (b´) Die in-situ-Hybridisierung zur Visualisierung von rho zeigt, dass die normale, 
dorsale Expressionsdomäne und die DV-Musterbildung insgesamt durch den ektopischen Klon nicht 
beeinflusst werden.  
Es wurden nur solche Klone in die Analysen mit einbezogen, die mindestens zehn Zellen 
umfassten und somit in Nachkommen von pipe-negativen Fliegen normalerweise in der Lage 
wären die Expression von sna zu initiieren (vgl. Abb. 3. 33). Die Induktion dorsaler Klone in 
Eikammern mit wildtypischer pipe-Expression, hat unabhängig von deren Umfang, keinen 
sichtbaren Einfluss auf die Bildung der embryonalen dorsoventralen Achse. Sowohl im Falle 
von Klonen, die nur etwa zehn Zellen weit sind, als auch im Falle großer Klone, die 
mindestens 50 Follikelzellen umfassen, kann keine ektopische sna- oder rho-Expression 
festgestellt werden (vgl. Abb. 3. 35 a´,b´).   
Im Gegensatz zu dorsalen Klonen haben laterale Klone, die an die endogene pipe-Domäne 





Abbildung 3. 36: Beispiele für den Einfluss lateraler oder dorsolateraler pipe-Klone im 
WT-Hintergrund auf die embryonale DV-Achse (a-c) Muster der VML-RFP-Fluoreszenz in der 
Vitellinmembran der Embryonen. In den jeweiligen Schemata ist die Lage des ektopisch induzierten 
pipe-Klons rot, die endogene pipe-Domäne lila dargestellt. (a´-c´) in-situ-Hybridisierung zur 
Visualisierung der sna- und rho-Expression. (a,b) VML-RFP markiert ausgedehnte dorso-laterale 
Regionen der Vitellinmembran und des PVS, die enzymatisch von Pipe modifizierten wurden. Die 
gestrichelte rote Linie markiert die Region des PVS, die vom endogenen Pipe innerhalb der WT-
Domäne modifiziert wurde. (a´,b´) Die in-situ-Hybridisierung zur Visualisierung von sna und rho 
zeigen, dass Klone, welche an die endogene pipe-Domäne grenzen, die lokale Expansion der sna-
Expression bewirken. (a´) sna expandiert am posterioren Ende oder (b´) in der Mitte des Embryos an 
bestimmten Positionen entlang der AP-Achse (gestrichelte Linie). (c). VML-RFP markiert mehrere 
kleine dorsale Region im posterioren Teil der Vitellinmembran und des PVS, die besonders stark 
enzymatisch von Pipe modifizierten wurden und sich gegenüber der endogenen Domäne befinden. 
(c´) Die in-situ-Hybridisierung zur Visualisierung von sna und rho zeigt, dass die Ausdehnung der 
pipe-Domäne zu einer Verdrehung der ventralen Mittellinie führt. In allen drei Embryonen bleibt die 
Weite der rho-Expression hingegen unverändert. 
Laterale ektopische pipe-Klone vergrößern die endogene pipe-Domäne. Dies führt auch in 
den Nachkommen zu einer Expansion der sna-Expression. Da die ventrale Mittellinie 
normalerweise im Zentrum der pipe-Domäne gebildet wird, verlagert sich bei lokaler 
Expansion der pipe-Domäne auch das Zentrum der Aktivierung und dadurch die ventrale 
Mittellinie in die Mitte der entsprechend verbreiterten pipe-Domäne. Während laterale Klone, 
wie in Abb. 3. 36 a und b gezeigt, nur zu einer leichten Expansion der sna-Expression und 




Seite reichen eine vollständige Verdrehung des Embryos entlang der AP-Achse. In 
Abbildung 3. 36 c´ ist klar zu sehen, dass der posteriore Teil des Embryos relativ zum 
anterioren Part um 180°C verdreht ist. Die Invagination des Mesoderms findet hier auf der 
ventralen sowie auf der dorsalen Seite statt. Die Verlagerung der ventralen Mittellinie 
geschieht dabei für jeden Abschnitt der AP-Achse unabhängig (Abbildung 3. 36).    
Eine Zusammenfassung der Effekte der induzierten pipe-Klone findet sich in Tabelle 3. 3. 
Tabelle 3. 3: Übersicht über die Effekte der Klongröße auf die embryonale DV-Achse 








1-10 7 WT 
>10 (dorsal) 20 WT 
>10 (lateral) 5 sna- (Mesoderm-) Expansion 
 
UASpipST2pipC14/pip664 
1-10 2 kein sna (Mesoderm) 
>10 8 sna- (Mesoderm-) Induktion 
mehrere >10 3 nur eine sna-Domäne 
 
Wie auch schon in Abbildung 3. 36 gezeigt, sind dorsale, ektopische pipe-Klone im WT nicht 
in der Lage einen neuen ventralen Pol, gekennzeichnet durch ein intranukleäres Dorsal-
Maximum oder ektopische sna-Expression, zu initiieren (Abbildung 3. 37 a,a´,a´´). In 
manchen Fällen ist aber eine Expansion des Dorsal-Maximums zu erkennen (b,b´,b´´). In 
keinem Fall findet sich aber ein von der ventralen Domäne isoliertes Maximum von Dorsal-
Venus im dorsalen Bereich der Embryonen.  
Der fehlende Einfluss dorsaler pipe-Klone auf den Dorsal-Gradienten verdeutlicht, dass das 
postulierte inhibitorische Signal, welches von der ventralen pipe-Domäne ausgeht, schon im 





Abbildung 3. 37: Beispiele für den Einfluss dorsolateraler pipe-Klone im WT-Hintergrund 
auf die embryonale DV-Achse (a,b) Muster der VML-RFP-Fluoreszenz in der Vitellinmembran und 
Verteilung von Dorsal-Venus im Embryo. (a´-b´) VML-RFP markiert ausgedehnte dorso-laterale 
Regionen der Vitellinmembran und des PVS, die enzymatisch von Pipe modifizierten wurden. (a´´,b´´) 
Präsenz von Dorsal-Venus entlang der DV-Achse des Embryos. Im ersten Embryo verändert sich der 
Dorsal-Gradient nicht (a), während im zweiten Embryo an beiden Polen der AP-Achse ein Dorsal-












4.1 Reporter-Konstrukte zur Visualisierung der pipe-Expression 
Die Expression von pipe im Follikelepithel von Drosophila ist entscheidend an der 
Etablierung der dorsoventralen Achsenpolarität des Embryos beteiligt (Sen, Goltz et al. 1998; 
Peri, Technau et al. 2002). Hierfür ist die Beschränkung der Aktivität von pipe auf ventrale 
Follikelzellen essentiell. Dies geschieht durch die EGFR-abhängige Repression der 
Transkription im dorsalen Teil der Eikammer (Peri, Technau et al. 2002). Für die 
Untersuchung der transkriptionellen und translationalen Regulation in räumlicher wie auch in 
zeitlicher Hinsicht ist die Verwendung eines adäquaten Reporters zur Visualisierung des 
Genprodukts wichtig. Da bis heute kein brauchbarer Antikörper zum Nachweis von Pipe zur 
Verfügung steht, muss die Visualisierung der Expression mittels transkriptionellen 
Reporterkonstrukten erfolgen. Mit Hilfe von pipe-LacZ konnte die räumliche Verteilung im 
Verlauf der Oogenese detailliert visualisiert werden (Peri, Technau et al. 2002). Der 
Nachweis der β-Galactosidase gibt genauen Aufschluss über die Dynamik der vom 
essentiellen pipe-Promotor gesteuerten Expression, die potentielle zeitliche Veränderung der 
endogenen Proteinverteilung wird durch den Reporter aber nicht reflektiert. Einzig die 
transkriptionelle Regulation kann von der translationalen Regulation entkoppelt betrachtet 
werden. Um auch in späteren Oogenesestadien, in welchen sich die mRNA- und 
Proteinverteilung von pipe respektive βGal nicht mehr decken, die Dynamik des Pipe-
Proteins zu beobachten, wurde ein translationaler Reporter eingesetzt. Das im Laufe dieser 
Arbeit hergestellte Fusionsprotein EGFP-Pipe reflektiert die Verteilung von Pipe in einem 
höheren Maße, als das Promotor-Fusionskonstrukt pipe-LacZ (vgl. Abb. 3.3). Neben der 
Möglichkeit die Verteilung des Proteins auch in lebendem oder unfixiertem Gewebe zu 
visualisieren, bieten Fusionsproteine zudem den Vorteil die Auswirkung einer veränderten 
Expression sofort funktionell zu untersuchen (Chalfie, Tu et al. 1994). Zur Erzeugung des 
Fusionsproteins wurde der ORF von EGF an den N-terminalen Teil von Pipe fusioniert. 
Obwohl die 95 Aminosäuren am N-Terminus ein Golgi-Lokalisationssignal darstellen (Sen, 
Goltz et al. 2000), wird die Lokalisation des Proteins durch die Präsenz von GFP nicht 
beeinflusst (vgl. Abb. 3.1 und 3.2). Die katalytische Domäne von Pipe befindet sich am C-
terminalen Teil des Proteins (Sen, Goltz et al. 2000). Zwar wird diese nicht direkt durch die 
Fusion mit GFP beeinflusst, trotzdessen ist das Fusionsprotein enzymatisch nicht aktiv. Dies 
wurde durch Expression des Fusionsproteins in pipe- Fliegen untersucht, welche danach 
immer noch dorsalisierte Nachkommen hervorbrachten. Möglicherweise behindert die GFP-





Um die räumliche und zeitliche Dynamik von Pipe zu visualisieren und dabei das Problem 
der sterischen Inhibition zu umgehen, wurde außerdem versucht die Proteine Pipe und GFP 
durch Herstellung einer bicistronischen mRNA simultan aber als zwei getrennte Proteine zu 
exprimieren. Hierzu wurde eine interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) verwendet, welche 
eine spezifische Faltung der mRNA bezeichnet und unabhängig von Initiationsfaktoren die 
Bindung der mRNA an Ribosomen vermittelt (Jang, Krausslich et al. 1988; Pelletier and 
Sonenberg 1988). Bei Verwendung des essentiellen pipe-Promotors und zwei unabhängigen 
ORFs, die durch die IRES voneinander getrennt sind, werden beide Proteine theoretisch 
gleichzeitig in ventralen Follikelzellen translatiert. Dabei erfolgt die Synthese des ersten 
Proteins, hier Pipe, 5´-Cap-abhängig während die Translation von GFP durch die 
intercistronische Region gesteuert wird. Unglücklicherweise konnte in diesem Fall die 
Präsenz von GFP in Follikelzellen nicht nachgewiesen werden, sodass auch diese Methode 
nicht zur Markierung der endogenen Proteinverteilung von Pipe herangezogen werden kann.  
Die fehlende Funktionalität der IRES-Sequenz, welche durch das Ausbleiben der GFP-
Expression visualisiert wird, kann neben einer möglichen Instabilität der mRNA auch die 
fehlende Affinität der Ribosomen zu der verwendeten IRES zurück geführt werden. Zudem 
werden die vor der IRES liegenden Elemente in vielen Fällen weitaus starker transkribiert als 
die IRES-kontrollierten Proteine, sodass speziell der Nachweis der Pipe-Translation und        
-Verteilung sowie allgemein die Beurteilung der quantitativen Expression nicht verlässlich ist  
(Hennecke, Kwissa et al. 2001). Da für bis zu 115 eukaryotische mRNAs verschiedene 
IRES-Sequenzen beschrieben sind und noch nicht geklärt ist, ob die Aktivität der IRES in 
einer gemeinsamen Sequenz oder einer gemeinsamen sekundären Struktur begründet ist, 
kann daher auch die Funktionalität im fremden Sequenzkontext nicht beurteilt werden 
(Mokrejs, Masek et al. 2010). 
Eine Alternative zur Verwendung einer internen ribosomalen Eintrittsstelle für die Ko-
Expression zweier Proteine stellt die durch das 2A-Peptid hervorgerufene ko-translationale, 
intraribosomale Proteinseparation dar. Hierbei wird eine etwa 19 Aminosäuren lange 
Protease-Sequenz zwischen die gewünschten Genprodukte platziert. Während der 
Translation einer Transkriptionseinheit wird zwischen den letzten zwei Aminosäuren Glycin 
und Prolin der 2A-Sequenz keine normale Peptidbindung hergestellt, sodass das zwei 
getrennt Proteine entstehen (Doronina, Wu et al. 2008). Diese 2A-Peptide funktionieren in 
vielen eukaryotischen Zellen, außerdem wurde gezeigt, dass das 2A-like (auch "CHYSEL") 
Peptid auch in Drosophila-Zellen die multicistronische Expression mehrerer Proteine 
vermitteln kann (Gonzalez, Martin-Ruiz et al. 2011). 
Für die zukünftige Visualisierung und Untersuchung der räumlichen und zeitlichen Verteilung 




Achse wäre dies ein probates Mittel, da die endogene Enzym-Funktion nicht durch das 
Reporterprotein beeinträchtigt würde. Zudem wäre die quantitative Analyse der 
Proteinexpression, die beispielsweise durch miRNA-abhängige post-transkriptionelle 
Regulation beeinflusst wird, möglich. 
 
4.2 Post-transkriptionelle pipe-Regulation 
Im Rahmen der Analyse des pipe-Promotors wurde ein 31 bp langes Repressorelement, als 
Motiv B bezeichnet, identifiziert, welches für die Repression von pipe in dorsalen 
Follikelzellen essentiell ist (Technau, Knispel et al. 2012). Als Reportergen zur Visualisierung 
der Promotorfunktion wurde LacZ verwendet, welches unter Kontrolle des essentiellen 1,5 kb 
langen Promotors die Expression und Verteilung von endogenem Pipe reflektiert. Die 
Deletion des Repressorelements aus dem pipe-Promotor führte zu einer uniformen 
Expression des Reportergens im gesamten Follikelepithel. Wird hingegen das endogene 
Genprodukt pipe unter Kontrolle dieses modifizierten Promotors exprimiert, ergibt sich 
überraschenderweise ein völlig anderes Bild. Die pipe-mRNA ist im Gegensatz zur β-
Galactosidase nur im ventralen Teil der Eikammer nachweisbar. Daher wurde angenommen, 
dass die dorsale Repression von pipe nicht nur auf transkriptioneller Ebene, sondern auch 
auf post-transkriptioneller Ebene erfolgt. Da die LacZ-mRNA sich in bestimmten 
Sequenzeigenschaften von der pipe-mRNA unterscheidet, würde ein möglicher post-
transkriptioneller Einfluss durch dessen Expression nicht reflektiert.  
Die Oogenese in Drosophila ist ein Entwicklungsprozess, in dem die Kontrolle der 
Genexpression in einem besonders starken Maße von der post-transkriptionellen Regulation 
abhängt (Lipshitz and Smibert 2000). Diese post-transkriptionelle Genregulation gründet auf 
spezifischen RNA-RNA- oder RNA-Protein-Wechselwirkungen, die entweder in der 
Degradation der Ziel-RNA münden - beispielsweise durch Poly(A)-Verkürzung (Meijer, 
Bushell et al. 2007) oder die Aktivität von miRNAs (Bartel 2009) - oder aber den Zugang der 
Ribosomen zum Start-Codon und somit die Translation verhindern. Da durch eine eindeutig 
ventrale und keinesfalls uniforme Präsenz der pipe-mRNA Letzteres ausgeschlossen werden 
konnte, wurde speziell die Beteiligung von microRNAs an der Regulation der räumlichen 
Verteilung der pipe-mRNA untersucht.  
In Drosophila sind bis heute mindestens 150 microRNA kodierende Gene identifiziert und 
noch weit aus mehr vorhergesagt worden. Die Annahme, dass eine miRNA bis zu 100 
Zielgene regulieren kann, lässt darauf schließen, dass sich die Zahl der miRNA-regulierten 
Gene ungefähr mit der Zahl Protein-kodierender Gene deckt (Brennecke, Stark et al. 2005). 




Entwicklungsprozesse nachgewiesen. Beispielsweise ist mir-14 zusammen mit mir-6 und 
mir-11 an der Regulation des Reaper-abhängigen Zelltods im Embryo (Ge, Chen et al. 2012) 
und des Fettmetabolismus beteiligt (Xu, Vernooy et al. 2003). Im Falle der bantam-miRNA 
konnte sogar dessen Interaktion mit dFmr1 und die Beteiligung an der Regulation des 
Schicksals der Keimbahn-Stammzellen in Ovarien nachgewiesen werden (Yang, Xu et al. 
2009).  
Obwohl die Deletion der vorhergesagten miRNA-Bindestellen aus der 3´-UTR der egfp-pipe-
mRNA nicht zu einer Änderung der räumlichen Verteilung respektive uniformen Präsenz 
führte, konnte zumindest innerhalb der endogenen Expressionsdomäne eine erhöhte GFP-
Fluoreszenz beobachtet werden, welche möglicherweise auf die Stabilisierung der mRNA 
oder die ausbleibende Hemmung der Translation zurück zu führen ist. Als Kandidaten für 
eine Interaktion mit der pipe-mRNA kämen die im gesamten Follikelepithel uniform 
exprimierten miRNAs mir-11 und mir-283 in Frage. Die Beteiligung weiterer miRNAs kann 
auf Grund möglicherweise fehlender Annotationen oder Vorhersagen aber nicht 
ausgeschlossen werden. Da bisher für keinen miRNA-Kandidaten oder eine andere 
bekannte miRNA eine asymmetrische Expression im dorsalen Teil der Eikammern gezeigt 
werden konnte, ist die Repression von pipe in dorsalen Follikelzellen durch einen microRNA-
abhängigen Mechanismus jedoch recht unwahrscheinlich.   
Auch die biologische Relevanz der miRNA-Regulation von pipe während der Oogenese 
bezüglich der Protein-Konzentration ist wahrscheinlich nicht sehr groß. Zumindest hat die 
Abnahme der pipe-Menge um 50% (beispielsweise in heterozygoten Fliegen, vgl. Abb. 3. 35) 
keinen sichtbaren Einfluss auf die dorsoventrale Achsenbildung im Embryo.  
Im Laufe der Analysen der Reportergene in den transgenen Fliegen wurde zudem klar, dass 
die Unterschiede zwischen der Verteilung der pipe-mRNA, des EGFP-Pipe-Fusionsproteins 
und der β-Galactosidase besonders unter Kontrolle des 1,6kb-∆B-Promotors nicht so 
drastisch sind wie zuerst angenommen und eher in Mängel der jeweilig gewählten 
Nachweismethode begründet liegen. Während der Nachweis der mRNA durch in situ-
Hybridisierung eventuell nicht sensitiv genug ist, um auch sehr geringe egfp-pipe-Mengen, 
die zur dorsalen Proteinexpression von EGFP-Pipe reichen, zu visualisieren, vermittelt der 
Nachweis des LacZ-Reporters durch die Antikörperfärbung eine verfälschtes Bild bezüglich 
der relativen Proteinmengen in ventralen und dorsalen Follikelzellen. Daher kann davon 
ausgegangen werden, dass die EGFP-Pipe-Expression die Promotoraktivität am 
realistischsten reflektiert. Die aber weiterhin zu beobachtende deutliche dorsale Repression 
von pipe unter Kontrolle des Promotors, aus dem das Repressorelement Motiv B deletiert 
wurde, bestätigt, dass dieses Element für die transkriptionelle Regulation in dorsalen 




transkriptioneller Mechanismus sprechen, muss die Beteiligung weiterer cis-regulatorischer 
Elemente innerhalb des pipe-Promotors an der dorsalen Transkriptionsrepression in Betracht 
gezogen werden.  
 
4.3 Motiv B respektive die IBS ist notwendig, aber nicht ausreichend für die 
Vermittlung der dorsalen pipe-Repression 
Da das Motiv B der einzige Kandidat für eine mögliche Bindesequenz eines transktiptionellen 
Repressors und zudem für die dorsale Repression eindeutig notwendig war, wurde geprüft, 
ob diese cis-regulatorische Sequenz allein auch ausreichend ist, die dorsale Repression zu 
vermitteln. Hierzu wurde ein Reporterassay in Schneider 2-Zellkultur durchgeführt. Die 
Integration des Repressorelements in den konstitutiv aktiven Actin5C-Promotor sollte die 
Expression des GFP-Reporters unterdrücken, wenn die verwendete Sequenz alleine 
ausreicht, die für die Repression notwendigen Transkriptionsfaktoren zu binden. Eine 
Abnahme der GFP-Fluoreszenz war aber weder im Falle von Motiv B noch im Falle des 
zusätzlich getesteten Repressorelements Motiv 2 zu beobachten.  
Die unveränderte Reportergenexpression kann auf verschiedenen Ursachen beruhen. 
Neben der Möglichkeit, dass die Repressorelemente selbst nicht funktional sind, könnte auch 
die fehlende Expression des zuständigen Transkriptionsfaktors in den verwendeten S2-
Zellen verantwortlich sein. S2-Zellen sind aneuploid für etwa 43 Mb des gesamten Genoms 
und weisen zudem einen männlichen Genotyp auf (Zhang, Malone et al. 2010). In RNA-Seq-
Experimenten konnte für verschiedene Zelllinien das Ausbleiben der Expression von Genen, 
die für bestimmte Entwicklungsprozesse oder Strukturen verantwortlich sind, ermittelt 
werden. So werden beispielsweise viele Ovarien-spezifische Chorion-Proteine in Zellkultur 
nicht exprimiert, während im Gegenzug einige Gene, wie etwa kekkon oder pnt in 
Zellkulturen in einer höheren Transkriptanzahl vorhanden sind als im normalen Gewebe oder 
in einzelnen Individuen. Auch der in die transkriptionelle Regulation von pipe involvierte 
EGFR-Signalweg ist in den meisten Zelllinien und wohl auch in S2-DRSC-Zellen nicht aktiv. 
Zusätzlich wird von den 711 untersuchten Transktiptionsfaktoren ein Drittel nicht in den S2-
Zellen exprimiert (Cherbas, Willingham et al. 2011). 
Um zu ermitteln, ob die ausbleibende Repression des Reportergens in Zellkultur unter 
Kontrolle des Actin5C-Promotors mit der integrierten cis-regulatorischen Sequenz Motiv B 
auf dem Fehlen des notwendigen Repressorproteins oder eines benötigten Ko-Faktors 
beruht, müsste die Funktion des Promotor-Konstrukts zusätzlich in vivo untersucht werden. 
Wahrscheinlicher ist aber, dass die Länge des gewählten Motiv B als auch des Motiv 2 nicht 




Transkriptionsfaktors sowie potentieller Ko-Faktoren zu erreichen. Außerdem könnte die 
Entfernung und die Orientierung der Repressorsequenz in Relation zum basalen Promotor 
die Effektivität der Repression beeinflussen.  
Hinweise, dass die Länge, Position und Orientierung des Motiv B innerhalb des endogenen 
Promotors für dessen Wirkung essentiell sind, geben die Promotor-Shift-Experimente. Das 
Motiv B wurde aus seiner ursprünglichen Promotorumgebung deletiert und an anderer 
Position wieder integriert. Sowohl in unmittelbarer Nähe zum Transkriptionsstart als auch 
distal 1,5 kb davon entfernt liegend ist das Repressorelement nicht mehr in der Lage die 
Expression des β-Galactosidase-Reporters in dorsalen Follikelzellen zu unterdrücken (vgl. 
Anhang Abbildung A 6). Eine Erklärung dafür wäre, dass die Sequenzumgebung, d. h. das 
Arrangement zusätzlich benötigter Transkriptionsfaktor-Bindestellen (TFBS), oder auch die 
Länge des Motivs selbst nicht mehr für die Bindung eines oder mehrerer Repressorproteine 
ausreichen. Eine weitere Erklärung wäre, dass die Repositionierung der TFBS in eine 
Sequenzumgebung mit fehlender DNA-„Biegsamkeit“ (Saiz and Vilar 2008) die DNA-Bindung 
des Repressorproteins oder die Kooperation dieses Repressors mit der basalen 
Transkriptionsmaschinerie verhindert (Gaston and Jayaraman 2003). 
Der Einfluss der beiden Faktoren - Sequenzlänge der TFBS sowie deren Position im 
Promotor - ließe sich ebenfalls durch in vivo-Untersuchungen mit den oben beschriebenen 
Actin5C-Promotor-Konstrukten klären.  
Bereits untersucht wurde der Effekt eines erweiterten Motiv B, hier Motiv 69, das dem Motiv 
r1 (Andreu, Gonzalez-Perez et al. 2012) und pipMRE (Fuchs, Cheung et al. 2012) entspricht. 
Innerhalb dieser Sequenz wurde kürzlich die Präsenz mehrerer Iroquois-Bindestellen (IBS) 
festgestellt. Trotz Deletion dieser erweiterten Repressorsequenz aus dem endogenen pipe-
Promotor ist die Expression der Reporter EGFP-Pipe (vgl. Abb. 3. 18) oder β-Galactosidase 
(vgl. Abb. 1. 4) in dorsalen Follikelzellen immer noch leicht reprimiert. Dies bedeutet, dass 
neben diesen IBS, welche vom Transkriptionsfaktor Mirror gebunden werden können, 
zusätzliche Sequenzelemente für die Repression von pipe verantwortlich sein müssen.  
 
4.4 Mirror als EGF-regulierter transkriptioneller Repressor von pipe 
Zur Identifizierung des EGFR-regulierten Repressors wurde die Aktivität zahlreicher 
Transkriptionsfaktoren im Follikelepithel von Drosophila ausgeschaltet und die Auswirkung 
auf die Expression von pipe mit Hilfe der pipe-LacZ-Reporterlinie visualisiert. Von den 
bekanntermaßen EGFR-abhängigen Transkriptionsfaktoren (TF) war keiner an der dorsalen 
Repression beteiligt (Technau, Knispel et al. 2012). Zwar war wurde angenommen, dass die 




Region des Follikelepithels beiträgt, von wo aus dann bestimmte Moleküle sezerniert 
werden, die pipe reprimieren. Durch klonale Analysen wurde aber die Beteiligung des 
Homeobox-Transkriptionsfaktors Mirror an der Regulation der pipe-Expression 
ausgeschlossen (Peri, Technau et al. 2002). Einzig dem TF Capicua war eine zellautonome, 
aktivierende Funktion zugeordnet worden (Technau, Knispel et al. 2012).  
Umso überraschender ist, dass kürzlich die Präsenz von cis-regulatorischen Sequenz-
elementen im pipe-Promotor nachgewiesen wurde, die von Mirror gebunden werden können 
(Andreu, Gonzalez-Perez et al. 2012; Fuchs, Cheung et al. 2012) und dass mirror loss-of-
function Klone zur Derepression von pipe führen.  
Diese Erkenntnis, die im Kontrast zu den vorherigen negative Resultaten steht, lässt sich 
möglicherweise durch die Verwendung eines mirror-Allels erklären, welches anders als 
mirre48 keine Restaktivität mehr besitzt. Unterstützt wird diese Annahme durch die Tatsache, 
dass pipe sehr empfindlich auf schon geringe Mirror-Level reagiert und die pipe-Expression 
selbst in solchen Follikelzellen reprimiert wird, in welchen Mirror kaum mehr nachweisbar ist 
(Jordan, Clegg et al. 2000; Zhao, Woolner et al. 2000).  
Dass die Bindung von Mirror an die IBS wahrscheinlich mit sehr hoher Affinität erfolgt und 
somit nur geringe Protein-Levels zur Repression von pipe benötigt werden, könnte erklären, 
weshalb im Western Blot nach DNA-Affinitätschromatographie keine spezifische Protein-
bande erkennbar war. Der Nachweis einer DNA-Bindung konnte deshalb möglicherweise nur 
durch die sehr viel sensitivere Methode des Elektrophoretic Mobility Shift Assay bei 
Verwendung radioaktiv markierter „capture“-DNA erfolgen. Hiermit wurde bestätigt, dass 
Mirror an die Sequenz ACACGA bindet (Andreu, Gonzalez-Perez et al. 2012; Fuchs, Cheung 
et al. 2012), die der Iroquois Binding Site (IBS) mit dem ACAnnTGT-Motiv ähnelt, welche in 
vitro als minimale Mirror-Bindestelle dient (Bilioni, Craig et al. 2005). Die palindromische IBS 
findet sich vier Mal in der etwa 50 bp langen cis-regulatorischen Sequenz im Promotor von 
pipe etwa 1 kb vor dem Transkriptionsstart. Besonders essentiell für die Mirror-Bindung ist 
die von links aus gesehen zweite palindromische Bindestelle (vgl. Abb. 1. 4). Deren Mutation 
verhindert die Bindung von Mirror an die gesamte Sequenz und wäre eine weitere Erklärung, 
warum mit der verwendeten Sequenz Motiv B, in welcher ein Teil der zweiten IBS fehlt, 
durch die DNA-Affinitätschromatographie keine Aufreinigung des TF möglich war. 
Der bereits erwähnte aktivierende Einfluss von Capicua (Cic) auf die Expression von pipe 
(Technau, Knispel et al. 2012) wird indirekt ausgeübt und zwar indem Mirror in ventralen 





4.5 Identifizierung weiterer potentieller cis-regulatorischer Elemente auf Grundlage 
der Sequenzkonservierung 
Durch die Analyse zahlreicher LacZ-Reporterkonstrukte konnte die minimale cis-
regulatorische Region von pipe auf eine etwa 1 kb distal des Transkriptionsstarts liegende 
Sequenz, bestehend aus etwa 150 bp, eingegrenzt werden (Technau, Knispel et al. 2012). 
Diese Region birgt mehrere Sequenzabschnitte, welche bis hin zu Drosophila grimshawi 
stark konserviert sind. Innerhalb dieser essentiellen Promotorregion liegt das Motiv B, 
welches notwendig, aber nicht ausreichend für die dorsale Repression von pipe ist. Auf 
Grund der starken Konservierung der umliegenden Sequenz wurde dieses Motiv erweitert 
und dieser längere Sequenzabschnitt, Motiv 69, ebenfalls auf seine repressorischen 
Eigenschaften untersucht. Die Deletion dieses erweiterten Sequenzabschnitts führte leider 
nicht zu einer Verstärkung des Phänotyps, d. h. zur vollständig uniformen Expression von 
pipe sondern war vergleichbar mit der durch die Deletion von Motiv B erreichten 
Derepression von EGFP-Pipe (vgl. Abb. 3. 4 und 3. 18).  
Das Alignment der pipe-Promotorsequenzen der zwölf sequenzierten Drosophiliden führte 
zudem zur Identifizierung von zwei weiteren konservierten Abschnitten. Die in Abb. 3. 11 mit 
einem blauen Balken unterlegte Sequenz entspricht dem bereits getesteten und 
funktionslosen Motiv A (Technau, Knispel et al. 2012). Zusätzlich findet sich zwischen den 
getesteten Motiven Motiv A und B/69 noch das mit einem orangen Balken unterlegte Motiv 1. 
Da dieses erst kürzlich identifiziert wurde und zudem einen hohen A/T-Gehalt aufweist, ist es 
noch nicht auf seine Funktion untersucht worden. Wird nun die Tatsache berücksichtigt, dass 
zusätzlich zu den innerhalb des Motiv 69 lokalisierten IBS Bindestellen noch weitere TFBS 
im pipe-Promotor benötigt werden, wäre es möglich, dass diese im Bereich um Motiv 1 
liegen.  
Die Konservierung der Promotor-Sequenz, welche in diesem Fall als Kriterium zur 
Identifizierung möglicher Motive herangezogen wurde, muss aber nicht unbedingt ein 
verlässlicher Indikator für die Präsenz eines cis-regulatorischen Elements sein. Obwohl im 
pipe-Promotor die Mirror-Bindestellen durch eine starke Konservierung ausgezeichnet sind, 
konnte beispielsweise der Sequenz von Motiv A keine funktionale Relevanz zugeschrieben 
werden. Zwar wurde gezeigt, dass beispielsweise 74% der in D. mel identifizierten 
regulatorischen Elemente des Enhancer of Split gene complex auch in D. pseudoobscura 
stark konserviert sind (Macdonald and Long 2005); oftmals sind aber cis-regulatorische 
Sequenzen nicht stärker konserviert als benachbarte Abschnitte (Emberly, Rajewsky et al. 
2003; Berman, Pfeiffer et al. 2004; Moses, Pollard et al. 2006; Wittkopp 2006). Trotz allem 




Kombination mit weiteren bekannten oder potentiellen cis-regulatorischen 
Sequenzabschnitten (z. B. Motiv 69, Motiv A) getestet werden.  
 
4.6 Identifizierung von TFBS mittels verschiedener Vorhersage-Programme 
Mittels verschiedener TFBS-Vorhersage-Programme wurde die essentielle Promotorregion 
von pipe auf die Präsenz bekannter TFBS untersucht, da für die bereits getesteten EGFR-
regulierten Transkriptionsfaktoren kein repressorischer Effekt auf die Expression von pipe 
gezeigt werden konnte. Da die Detektionsrate eines Programms allein meist schlecht ist, 
wurden drei verschiedene TFBS-Vorhersage-Programme parallel verwendet, um die 
Ergebnisse zu verbessern. Es wurde angenommen, dass die Wahrscheinlichkeit für das 
Vorliegen einer biologisch relevanten TFBS im pipe-Promotor hoch ist, wenn diese von 
mehreren Programmen vorhergesagt wird. Angesichts der Verwendung dreier Programme 
war zwar die große Zahl an Kandidaten, welche von nur einem oder zwei Programmen 
vorhergesagt wurden, nicht überraschend. Allerdings wurde nur die Bindestellen für Dorsal 
und Hunchback von allen drei Vorhersage-Programmen identifiziert. Auf Grund ihrer auf die 
Nährzellen beschränkte Expression während der Oogenese (Steward, McNally et al. 1984; 
Rushlow, Han et al. 1989; Margolis, Borowsky et al. 1994) kann eine Beteiligung an der 
Regulation von pipe mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.  
Für alle 38 weiteren Kandidaten, die von nur einem oder zwei Programmen identifiziert 
wurden, sind die Expressionsdaten gesichtet worden, um mögliche Kandidaten zu 
identifizieren, die in Eikammern exprimiert sind. Dabei fiel auf, dass beispielsweise Gene des 
BR-C oder slbo, die zwar nachweislich im Verlaufe der Entwicklung in Ovarien benötigt 
werden, laut modENCODE aber nur geringe Expressionslevel in Ovarien erreichen. Daher 
konnte die ausgewiesen Expressionsstärke, sofern die Expressionsmuster im Follikelepithel 
unbekannt sind, nicht als Kriterium zur Eingrenzung der Kandidaten herangezogen werden.  
Unter den vorhergesagten TFBS fanden sich auch die für CF2 und tramtrack, zwei vom 
EGF-Signalweg regulierte Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren. Hinweise, dass zumindest CF2 
eine Rolle bezüglich der dorsoventralen Musterbildung im Follikelepithel spielt, gibt die 
ektopische Expression von CF2 mittels eines hitzeschockgetriebenen Transgens. In diesem 
Fall kommt es zu einer partiellen Ventralisierung der Embryonen; im Gegensatz dazu führt 
die Expression eines antisense-Konstrukts zur Dorsalisierung von Eikammern und 
Embryonen (Hsu, Bagni et al. 1996). Wird aber die pipe-LacZ-Reportergenexpression nach 
Induktion von ttk oder CF2 loss-of-function Klonen visualisiert, zeigt sich, dass 
wahrscheinlich beide Gene nicht für die Repression von pipe verantwortlich sind (Technau, 




Die kürzlich identifizierten IBS-ähnlichen Bindestellen für Mirror wurden hingegen von 
keinem einzigen Programm ausgewiesen. 
Da das Auffinden bekannter Bindestellen zu einem sehr hohen Maße von den verwendeten 
Parametern abhängt, selbst durch Anwendung verschiedener Bedingungen nur in wenigen 
Fällen Übereinstimmungen auftraten sowie viele Vorhersagen sich als falsch positiv 
erwiesen oder bekannte TF nicht gefunden wurden, kann keine verlässliche Motiv-
Vorhersage durch Anwendung von Programmen dieser Art erfolgen.  
Möglicherweise kann aber die Kandidatenzahl durch den Nachweis der Transkripte in 
Follikelzellen mittels in-situ-Hybridisierung verkleinert werden, sodass der Einfluss der 
exprmierten Gene auf die pipe-Expression durch RNAi oder loss-of-function Klone 
untersucht werden kann. 
 
4.7 Ein Ets-verwandtes Gen ist möglicherweise an der transkriptionellen 
Regulation von pipe beteiligt 
Obwohl die vom EGF-Signalweg regulierten Transkriptionsfaktoren Yan und Pnt nicht direkt 
an der Regulation von pipe beteiligt sind (Technau, Knispel et al. 2012), besteht die 
Möglichkeit, dass zumindest Yan zusammen mit einem anderen Ets-verwandten Protein die 
Expression von pipe moduliert. In einem postulierten Modell konkurriert das als Repressor 
charakterisierte Yan mit einem als transkriptionellem Aktivator fungierenden Ets-verwandten 
Gen um den Zugang zu einer Transkriptionsfaktor-Bindestelle. Die Bindung beider Proteine 
in der cis-regulatorischen Region des Zielgene erfolgt möglicherweise an eine homologe 
Sequenz mit einem zentralen GGAA/T-Motiv (Sharrocks, Brown et al. 1997).  
Die partiell verstärkte Transkription von pipe nach Überexpression von konstitutiv aktivem 
Yan (Yanact) wird möglicherweise durch die anhaltende Repression eines pipe-Repressor 
ausgelöst (siehe Abbildung 4. 1).  
Der Mechanismus der kompetetiven Bindung an eine gemeinsame DNA-Sequenz ist 
beispielsweise für Krüppel und Dorsal (Nibu, Senger et al. 2003) oder die zwei 
verschiedenen als Aktivator oder Repressor agierenden Protein-Formen von Cubitus 
interruptus (Ci) nachgewiesen worden (Muller and Basler 2000).  
Da loss-of-function Klone für aop (Yan) und pnt im Follikelepithel zu keiner Veränderung des 
Expressionsmusters des pipe-LacZ-Reporters geführt haben, ist wahrscheinlich eines der 
verbleibenden sechs Ets-verwandten Gene oder ein noch unbekanntes Gen an der 






Abbildung 4. 1: Modell der pipe-Regulation durch einen ETS-(verwandten) Transkriptionsfaktor 
(a) Im Wildtyp mündet die Aktivierung des EGF-Signalwegs in der Phosphorylierung von Yan und 
einem ETS-verwandten Protein. Hierdurch wird Yan deaktiviert und aus dem Kern exportiert, während 
der aktivierte TF nun an die cis-regulatorische Sequenz im Promotor des pipe-Repressors binden 
kann. So wird die Expression des Repressors initiiert, welcher die Expressionslevel von pipe innerhalb 
seiner endogenen Domäne reguliert. (b) Konstitutiv aktives Yan (Yanact) kann nicht MAPK-abhängig 
phosphoryliert werden und blockiert dauerhaft die cis-regulatorische Sequenz im Promotor des pipe-
Repressors. Dieser wird nun nicht mehr exprimiert, was zu einem lokalen Anstieg der pipe-Expression 
in der endogenen ventralen Domäne führt.   
Drei Kandidaten, die möglicherweise mit Yan um die Bindung an homologe DNA-Sequenzen 
konkurrieren, sind Ets97D, Ets65Aund Eip74EF. Alle drei werden wie auch aop selbst 
uniform im Follikelepithel exprimiert (vgl. Abb. 3. 9 und (Schulz, Hogue et al. 1993; Schulz, 
The et al. 1993).  
Während der Oogenese in Ets97D-mutanten Fliegen werden die oskar als auch die gurken 
mRNA nicht mehr korrekt lokalisiert; zusätzlich treten in Ovarien Defekte bezüglich der 
dorsoventralen Polarität auf (Gajewski and Schulz 1995). Nachkommen dieser mutanten 
Mütter weisen in vielen Fällen einen ventralisierten Eihüllen-Phänotyp auf, was auf eine 
mögliche Beteiligung von Ets97D Genes an der dorsoventralen Musterbildung hindeutet. In 
hemizygoten Fliegen kann zudem häufig eine Reduktion der Ovariengröße und der Fertilität 
sowie das Auftreten fusionierter oder auch nekrotischer Eikammern beobachtet werden 




Integrität der Ovarien betrifft,  ist mit den in GR1-Gal4;UASYanact-Fliegen auftretenden 
Ovariendefekten vergleichbar und deutet auf Ets97D als möglichen Kompetitor von Yan hin.  
Leider war es nicht möglich die Beteiligung der anderen Kandidaten Ets65A und Eip74EF an 
der dorsoventralen Musterbildung genauer zu definieren. Die pipe-Expression ist nach 
Ausschalten der verschiedenen Ets-verwandten Gene durch RNAi in keinem Fall verändert. 
Entweder hat die Inaktivierung der Gene durch RNAi im Follikelepithel generell nicht 
funktioniert, da eventuell die falsche Treiberlinie gewählt wurde (Zhu and Stein 2004) oder 
der „knock down“ war nicht effizient, sodass die verbleibenden Proteinlevel, wie zum Beispiel 
im Fall von Mirror, für die Erfüllung der Genfunktion respektive zur Repression des 
entsprechenden Zielgens ausgereicht haben. 
Um letztendlich zu klären ob und wenn ja, welches der Ets-Gene möglicherweise an der 
pipe-Regulation beteiligt ist, sollte der Einfluss von entsprechenden loss-of-function Klonen 
auf die mRNA-Expression von pipe untersucht werden.  
Ebenfalls noch ungeklärt ist, welches Gen als postulierter Repressor von einem der Ets- 
verwandten Gene reguliert werden könnte. 
 
4.8 Funktion und evolutionäre Bedeutung von pipe 
In Drosophila melanogaster hängt die Übertragung der Polarität der dorsoventralen Achse 
vom Ovar auf den Embryo von einem im Perivitellinspalt asymmetrisch lokalisierten Signal, 
der ventralen Prozessierung des Toll-Liganden Spätzle, ab. Die Lokalisierung der 
proteolytischen Kaskade und insbesondere die Bildung des Liganden Spätzle im ventralen 
Teil des Perivitellinspalts wird durch die Pipe-abhängige Modifikation des Vitelline 
membrane-like Proteins und weiteren Komponenten der extrazellulären Matrix garantiert 
(Zhang, Stevens et al. 2009). Pipe ist das einzige Gen, welches von allen am Prozess der 
Übertragung der Achsenpolarität von der Mutter auf den Embryo beteiligten Komponenten 
eine asymmetrische Expression aufweist (Sen, Goltz et al. 1998).  
Obwohl pipe in D. mel eine wichtige Rolle im Rahmen der dorsoventralen Musterbildung 
übernimmt, ist unklar in wie fern seine Funktion innerhalb der Insekten konserviert ist. Die 
Sequenzkonservierung der cis-regulatorischen Region und die Präsenz eines pipe-Orthologs 
in allen zwölf sequenzierten und analysierten Drosophiliden-Genomen deuten jedoch darauf 
hin, dass pipe möglicherweise auch in diesen Spezies an der Etablierung der DV-Achse 
beteiligt ist.  
Weitere pipe-Orthologe konnten beispielsweise in den Genomen von Anopheles gambiae, 
Nasonia vitripennis und Tribolium castaneum identifiziert werden (Waterhouse, Zdobnov et 




ventralen Seite der Eikammer exprimiert. In den anderen Organismen konnte bisher keine 
asymmetrische Expression von pipe nachgewiesen werden. Zudem deuten funktionale 
Analysen mittels RNAi darauf hin, dass pipe zumindest in Nasonia vitripennis, Tribolium 
castaneum und Gryllus bimaculatus und somit möglicherweise in Insekten außerhalb der 
Ordnung Diptera nicht an der Etablierung der dorsoventralen Achse beteiligt ist (Lynch, Peel 
et al. 2011). 
Mit Ausnahme der Drosophiliden wurde in allen Organismen bisher nur eine Pipe-Isoform 
nachgewiesen, die aber die höchste Ähnlichkeit zu Pipe-ST2 aufweist. Dies deutet an, dass 
diese Isoform möglicherweise im gemeinsamen Vorfahren präsent war und weitere 
Isoformen – bis zu elf in D. mel. - aus dieser hervorgegangen sind. Diese weiteren Pipe-
Isoformen werden alle in den Speicheldrüsen exprimiert und spielen eine wichtige Rolle bei 
der Entwicklung dieser Strukturen (Zhang, Zhu et al. 2009) während die Expression von 
Pipe-ST2 in diesem Falle wahrscheinlich nicht notwendig ist.   
Ob die pipe-OrthologeTribolium oder Nasonia gefunden wurden, statt im Ovar in diesen 
Organismen in den Speicheldrüsen exprimiert werden, ist nicht bekannt. Der fehlende 
Nachweis einer (asymmetrischen) Expression im Follikelepithel (Lynch, Peel et al. 2011) 
deutet aber auf eine anzestrale Funktion von pipe hin, die nicht mit der dorsoventralen 
Achsenbildung assoziiert werden kann. 
Der Toll-Signalweg wurde im Laufe der Insekten-Evolution für die dorsoventrale 
Achsenbildung rekrutiert und ist in Drosophila die wichtigste Quelle für die Determinierung 
ventraler und lateraler Zellschicksale. In basaleren Insekten wie Nasonia oder Tribolium wird 
neben dem Toll- auch noch der BMP-Signalweg für die Achsenbildung genutzt (Lynch and 
Roth 2011). Eventuell stellt die Beteiligung von pipe an der Übertragung der Achsenpolarität 
eine sekundäre Funktion dieses Gens dar, die parallel zur Verwendung des Toll-Signalwegs 
oder abhängig von dessen Rekrutierung für die embryonale DV-Musterbildung evolviert ist.  
Es ist wahrscheinlich, dass die Übersetzung des asymmetrischen EGF-Signals im 
Follikelepithel in die embryonale Musterbildung vieler Insekten, die nicht zu den Dipteren 
gehören, durch einen anderen Mechanismus oder Faktor als pipe erfolgt. Möglicherweise ist 
dieser alternative Faktor in Nasonia oder Tribolium ein Ortholog zu der in D. mel. 
zusätzlichen zu pipe postulierten Quelle einer dorsoventralen Asymmetrie (Zhang, Zhu et al. 
2009).  
 
4.9 Ziel der uniformen pipe-Expression  
Neben der Klärung der transkriptionellen Regulation von pipe sollte durch die Deletion 




werden, dieses für die dorsoventrale Achsenbildung essentielle Gen uniform im 
Follikelepithel zu exprimieren. Die uniforme Expression soll letztlich die Frage klären, wie die 
embryonale Musterbildung abläuft, wenn zuvor keine initiale Asymmetrie im Follikelepithel 
respektive Perivitellinspalt etabliert wurde. Die Verwendung des endogenen Promotors 
würde die Expression auf Wildtyp-Niveau erlauben und potentielle Asymmetrien, die bei 
Verwendung des UAS/Gal4-Systems aus einer unregelmäßigen Gal4-Treiberaktivität 
resultieren könnten (Goentoro, Yakoby et al. 2006), vermeiden.  
Im Falle der uniformen Expression von pipe im Follikelepithel mittels des UAS/Gal4-Systems 
in pipe1/pipe2 mutanten Weibchen konnten in Nachkommen eine dorsoventralen Polarität, 
die bezüglich der Eihülle korrekt orientiert war, identifiziert werden (Zhang, Zhu et al. 2009). 
Ob diese Polarität nun durch einen sekundären, ventralisierenden Einfluss zu Stande kommt 
oder durch eine unregelmäßige Treiberexpression bedingt ist, kann hier nicht eindeutig 
benannt werden.  
Die vorwiegende ventrale Präsenz der snail-Transkripte in Nachkommen von pipC14/pip684 
mutanten Weibchen in denen UAS-pipST2 mit Hilfe des Cy2-Gal4-Treibers bei niedrigen 
Temperaturen exprimiert wurde, deutet zumindest darauf hin, dass die Wahrscheinlichkeit für 
die Bildung eines ventralen Pols auf der konvexen und somit meist „ventralen“ Seite - in 
Relation zur Form des Embryos – sehr hoch ist. Besonders überraschend ist, dass die 
schwachen Expression von pipe (18°C) die Bildung einer beinahe wildtypischen, bilateral-
symmetrischen sna-Expressionsdomäne ermöglicht und die betreffenden Embryonen sich 
häufig zu Adulten entwickeln können. Erst die sehr starke Überexpression von pipe mit Hilfe 
des Cy2-Gal4-Treibers bei 29°C oder des 2-3 fach stärkeren Traffic jam-Gal4-Treibers (vgl. 
Abb. A 7) führte zu einer beinahe radialsymmetrischen Expression ventraler und lateraler 
Markergene im Embryo, die somit vermutlich die Überwindung des ventralisierenden 
Einflusses reflektieren. Diese Aufhebung der dorsoventralen Polarität findet sich ebenfalls in 
Nachkommen von Müttern, in deren Follikelepithel UAS-pipST2 mit einem starken Treiber 
bei hohen Temperaturen neben endogenem pipe exprimiert wurde (vgl. Abb. 3. 26).  
Durch die starke Überexpression von UAS-pipST2 mittels Traffic jam-Gal4 kann wohlmöglich 
der postulierte sekundäre, eine Asymmetrie generierende Faktor, überwunden werden und 
somit eine solch homogene Situation geschaffen werden, dass der Prozess der 
Musterbildung unabhängig von diesem Faktor in einem symmetrischen Umfeld untersucht 
werden kann. Insbesondere die Etablierung des Dorsal-Gradienten kann in einer uniformen 





4.10 Etablierung des Dorsal-Gradienten entlang der DV-Achse 
Die dorsoventrale Polarität des Drosophila-Embryos wird vom nukleären Dorsal-Gradienten 
spezifiziert (Roth, Stein et al. 1989; Rushlow, Han et al. 1989; Stathopoulos and Levine 
2002), der wiederum durch den Einfluss des EGFR- und Toll-Signalwegs etabliert wird (Stein 
1995; James, Dorman et al. 2002; Peri, Technau et al. 2002). Dieser Gradient besitzt eine 
charakteristische Form (Roth, Stein et al. 1989; Reeves, Trisnadi et al.), die zwar abhängig 
von der Menge des produzierten Spätzle-Liganden einer gewissen Variabilität unterliegt, 
aber immer innerhalb der von pipe begrenzten Region repektive den ventralen 40% der 
embryonalen DV-Achse gebildet wird. Wie genau aber die Form und die Stabilität des 
Dorsal-Gradienten garantiert werden, ist noch unklar. 
Ist die Quelle einer Morphogen-Produktion (Wolpert 1989) räumlich begrenzt während 
dessen Abbau im gesamten System erfolgt, lässt sich die Bildung eines scharfen 
Konzentrations-Gradienten durch die Diffusions- und Abbaurate definieren (Bollenbach, 
Kruse et al. 2005; Wartlick, Kicheva et al. 2009; Rogers and Schier 2011). In diesem Falle 
lässt sich innerhalb kurzer Zeit die finale Form des Gradienten festlegen. 
Bei der Formation des Dorsal-Gradienten kann die Annahme, dass der Aktivator des Toll-
Rezeptors, der Spätzle-Ligand, durch Diffusion graduell im Perivitellinspalt verteilt wird, 
durch pipe loss-of-function Klone untermauert werden. Der Verlust der pipe-Expression in 
ventralen Follikelzellen führt neben dem Ausbleiben der ventralen twist-Expression auch zum 
Ausbleiben der lateralen sog-Expression im angrenzenden Gewebe (Nilson and Schupbach 
1998). Durch die Elimination der räumlich begrenzten Morphogen-produzierenden Quelle 
werden auch weiter von dieser entfernt liegende Bereiche betroffen; dies deutet somit auf die 
Diffusion als Mechanismus zur Etablierung des Spätzle- respektive Dorsal-Gradienten hin. 
Hiermit lässt sich außerdem der Effekt ektopischer pipe-Klone im Follikelepithel erklären, die 
nicht nur zur Expression des ventralen Markergens snail, sondern auch zur angrenzenden 
Expression des lateralen Markergens rhomboid führen (vgl. Abb. 3. 32).  
Obwohl belegt ist, dass durch die Diffusion eines Aktivators (C-Spz) und dessen daraus 
resultierende graduelle Verteilung die Spezifizierung verschiedener Zellschicksale entlang 
der dorsoventralen Achse im Embryo festgelegt werden kann, ist nicht klar, wie der Spätzle- 
respektive Dorsal-Gradient ausgehend von einer breiten und nicht etwa räumlich begrenzten 
Produktionsquelle innerhalb einer uniformen (von Pipe etablierten) Umgebung gebildet sowie 
ohne die Präsenz einer lokalisierten antagonistischen Reaktion aufrecht erhalten wird. In die 
verschiedenen Musterbildungstheorien zur Etablierung des Dorsal-Gradienten wurde daher 





4.11 Etablierung des Dorsal-Gradienten durch laterale Inhibition 
Um die finale Form des Dorsal-Gradienten im Falle der DV-Achsenbildung im Drosophila-
Embryo zu erklären, wird die Produktion und Interaktion zweier Substanzen vorausgesetzt. 
Konkret bedeutet dies, dass innerhalb der von pipe modifizierten Region nicht nur ein 
aktivierender Toll-Ligand (C-Spz), sondern im gleichen Maße auch ein weitreichender 
Inhibitor (N-Spz) der Toll-Aktivierung gebildet wird (Meinhardt and Gierer 2000; Morisato 
2001). Der Inhibitor N-Spz hemmt die Aktivität von C-Spz entzweder durch die kompetetive 
Bindung an den Toll-Rezeptor oder durch die Reassoziation mit C-Spz.  
Diese beiden Moleküle könnten auf Grund unterschiedlicher Diffusionseigenschaften 
innerhalb einer bestimmten Zeitspanne durch Bildung lokaler Konzentrationsunterschiede 
den Morphogen-Gradienten entlang der DV-Achse initiieren. Das entstandene Muster wäre 
zudem über einen langen Zeitraum (mindestens 4-5 Kernteilungszyklen) relativ stabil 
(Reeves, Trisnadi et al. 2012). Die Beobachtung, dass die Erweiterung der uniformen 
Produktionsdomäne zu einer Aufspaltung des Dorsal-Maximums führt (Roth and Schupbach 
1994, Morisato 2001, Moussian and Roth 2005), gibt ebenfalls Hinweise auf einen 
Musterbildungsprozess, der neben dem Vorhandensein eines Aktivators auf der Bildung 
eines Inhibitors beruht und im Zuge der lateralen Inhibition (Gierer and Meinhardt 1972; 
Meinhardt and Gierer 2000; Meinhardt 2008) verschiedene Toll-Aktivitäts/Dorsal-Maxima 
generieren könnte. 
Zur Etablierung eines stabilen Musters mit Hilfe eines Aktivator-Inhibitor-Modells müssen von 
den Beteiligten Substanzen zwei Voraussetzungen erfüllt werden. Einerseits wird für die 
Verstärkung einer zufälligen lokalen Asymmterie in einer homogenen Umgebung eine 
positive Rückkopplung (feedback) benötigt, d. h. dass der Aktivator nach Überschreiten 
eines bestimmten Schwellenwerts seine eigene Produktion fördern kann. Andererseits muss 
diese Autokatalyse jedoch durch eine antagonistische Reaktion in ihrer Ausdehnung 
begrenzt werden. Die Bildung dieses notwendigen Antagonisten oder Inhibitors kann unter 
der Voraussetzung, dass dieser eine höhere Diffusionsrate als der Aktivator besitzt, von dem 
Aktivator selbst initiiert werden. Die biochemischen Eigenschaften der prozessierten 
aktivierenden Spz-Fragmente entsprechen zumindest bezüglich ihrer Effekte auf die Toll-
Aktivierung den Anforderungen des Modells (Weber, Gangloff et al. 2007).  
Eine weitere Möglichkeit die Etablierung eines Aktivator-Maximums im Rahmen der lateralen 
Inhibition zu erklären, bietet neben dem Aktivator-Inhibitor-Modell mit den Molekülen C-Spz 
und N-Spz auch ein Substrat-Depletions-Mechanismus (Meinhardt 2004). Diese zwei 
Modelle müssen sich nicht zwangsläufig ausschließen, sondern könnten die durch sie 




Substrat-Depletion-Mechanismus wurde beispielsweise für die Selektion Trichom-bildender 
Zellen in Arabidopsis thaliana nachgewiesen (Bouyer, Geier et al. 2008). 
Um die Bildung und Erhaltung eines ventralen Aktivator-Maximums durch den Substrat-
Depletions-Mechanismus im Drosophila-Embryo zu ermöglichen, müssen verschiedene 
Bedingungen erfüllt sein. Die Expression von pipe muss in einer uniformen Domäne im 
ventralen Bereich der DV-Achse erfolgen. Gleichzeitig wird ein diffusionsfähiges Substrat 
von den pipe-exprimierenden Zellen sezerniert oder modifiziert. Wird dieses von einer in der 
ventralen Region ausgelösten Kaskade, die mindestens eine Komponente enthält, die durch 
positive Rückkopplung wiederum die Aktivität der Protease-Kaskade erhält, umgesetzt, bildet 
sich im Zentrum der ventralen Region ein Aktivatormaximum. Da die Abnahme der Substrat-
konzentration mit der Aktivität der Kaskade korreliert, bildet sich entlang der ventralen 
Mittellinie eine Region, in welcher das Substrat verbraucht wurde. Die Depletion des 
Substrats in den flankierenden Regionen durch die vermehrte Diffusion ins Zentrum auf 
Grund des Konzentrationsgefälles kann somit laterale Inhibition verursachen (Gierer and 
Meinhardt 1972). Möglicherweise fördert die pipe-abhängige Modifizierung von 
verschiedenen EZM-Bestandteilen (beispielsweise VML, Vm26Aa oder Vm32E) die 
Produktion eines diffusionsfähigen Substrats innerhalb der ventralen Domäne. Vorstellbar 
wäre, dass dieses im Laufe der Spätzle-Prozessierung von einer Komponente der Protease-
Kaskade als Katalysator gebunden wird und die Konzentration somit im dorsalen 
Perivitellinspalt absinkt.  
Die größte Herausforderung bei der Etablierung des Dorsal-Gradienten besteht aber darin, 
dass dieser nicht nur in eindimensionalen Abschnitten entlang der dorsoventralen Achse, 
sondern gleichzeitig über die gesamte Länge der anteriorposterioren Achse generiert und 
stabilisiert werden muss. Im Embryo muss also nicht nur eine punktuelles Aktivitäts-
Maximum, sondern eine streifenförmige Region höchster Toll-Aktivierung respektive 
intranukleärer Dorsal-Konzentration etabliert werden.  
In den meisten Simulationen ist die Bildung eines stabilen einzelnen Streifens in einer völlig 
homogenen Umgebung durch laterale Inhibition nicht möglich. Auf Grund der radialen 
Diffusion des Inhibitors zerfällt ein streifenförmiges Aktivator-Maximum stets in mehrere 
punktförmige Maxima. Die Verstärkung der lateralen Inhibition, um eine eventuell 
entstandenes Streifenmuster zu stabilisieren, würde gleichzeitig wiederum dessen Zerfall in 
einzelne Punkte fördern. Unter bestimmten Bedingungen ist aber auch mit Hilfe des 
Aktivator-Inhibitor-Modells die Bildung eines Streifens zu erklären und zwar, wenn die 
autokatalytische Aktivierung des Aktivators und somit auch die Produktion des Inhibitors eine 
Sättigung erreichen. In diesem Falle können die punktförmigen Regionen, welche eine hohe 




dass flankierend zur streifenförmigen Aktivator-Domäne stets Regionen ohne Aktivator 
liegen, in welche der Inhibitor abgeführt oder aus der ein benötigtes Substrat bezogen 
werden kann (Meinhardt 2004). Diese Bedingung wird im Drosophila-Embryo immer dann 
erfüllt, wenn die Musterbildungsdomäne in ihrer seitlichen Ausdehnung durch die dorsale 
Repression der pipe-Expression begrenzt wird.  
Wird die Region der Aktivator-Produktion respektive der Musterbildung jedoch nicht von 
ausreichend weiten, nicht-aktivierten Bereichen umgeben, wie es in grk- oder egfr- mutanten 
Fliegen oder nach uniformer Überexpression von pipe der Fall ist, kann die laterale Inhibition 
die Aufspaltungen der streifenförmigen Domäne innerhalb des vergrößerten Feldes des 
Musterbildungsprozesses bedingen.  
Wird der Aktivator-Inhibitor-Mechanismus als Modell für die Etablierung der ventralen 
Mittellinie zu Grunde gelegt, kann im Fall der DV-Achsenbildung die Bildung eines sna-
Expressionsstreifens, der eine hohe intranukleäre Dorsal-Konzentration in ventralen Kernen 
reflektiert, innerhalb der von pipe begrenzten ventralen 40% des Embryos erklärt werden 
(vgl. Abb. 3. 22 a, b). In Nachkommen von Fliegen, die pipe uniform exprimieren oder in 
denen die von pipe modifizierte Region erweitert ist, wird Spz im gesamten respektive in 
einer weiteren Region des Perivitellinspalt prozessiert. Kommt es hier nun durch Fluktuation 
der Aktivator (C-Spz)- und Inhibitor (N-Spz)-Konzentration zur Bildung eines Aktivierungs-
maximum kann dieses nicht stabilisiert werden. Abhängig von den Diffusionseigenschaften 
des Inhibitors spaltet sich das ventrale Maximum in mehrere Maxima auf, da die Region, in 
die der Inhibitor abgeführt werden kann, zu weit entfernt (Abb. 3. 33 b, b´) oder nicht 
vorhanden ist (vgl. Abb. 3. 23, Abb. 3. 25) (Morisato 2001; Moussian and Roth 2005).  
Der laterale Inhibitionsprozess, der einen weitreichenden Inhibitor oder ein Substrat und 
einen sich selbst positiv regulierenden Aktivator erfordert, könnte auch erklären warum 
ektopische Klone, die in pipe-mutanten Fliegen die ektopische Expression ventraler und 
lateraler Markergene initiieren können (vgl. Abb. 3. 32), im WT-Hintergrund dazu nicht mehr 
in der Lage sind (vgl. Abb. 3. 35) (Peri, Technau et al. 2002). Außerdem liefert dieses Modell 
eine Erklärung, wie sich zwei oder mehrere ektopische pipe-Klone gegenseitig in ihrer 
Wirkung beeinflussen (vgl. Abb. 3. 34).  
 
4.12 Das „selbst-organisierende“ Transport-Modell (self-organized shuttling) 
Mitte 2012 wurde als Alternative zum Aktivator-Inhibitor-Modell, das die lateralen Inhibition 
bedingt (Morisato 2001), ein sich „selbst-organisierender“ Inhibitor-vermittelter Transport-
mechanismus vorgeschlagen (Haskel-Ittah, Ben-Zvi et al. 2012), der zur Produktion eines 




Schärfe nur mit Hilfe eines simplen Diffusions-Mechanismus eines kompetetiven Inhibitors 
innerhalb der Morphogenquelle nicht erreicht werden könne.  
Für die Erfüllung des „selbst-organisierende“ Transport-Modells werden folgende 
Voraussetzungen angenommen: Inaktives, unprozessiertes Pro-Spätzle ist entlang der 
gesamten embryonalen dorsoventralen Achse uniform verteilt. Prozessiert wird es durch die 
Protease Easter (Cho, Stevens et al. 2012) nur in der von pipe definierten Region, den 
ventralen 40% des Perivitellinspalts. Durch diese Prozessierung wird eine aktive Form des 
Toll-Liganden (NC-Spz) gebildet, die den Rezeptor binden kann, wobei die Spaltprodukte 
noch miteinander assoziiert bleiben (DeLotto and DeLotto 1998; DeLotto, Smith et al. 2001; 
Weber, Tauszig-Delamasure et al. 2003). Die Bindung des C-Terminus von Spätzle an den 
Rezeptor führt zur endgültigen Dissoziation des aktivierenden C-Spz und des inhibitorischen 
N-Spz (Weber, Gangloff et al. 2007). Danach kann jedoch durch die Reassoziation der 
beiden Spz-Fragmente erneut ein inaktiver NC-Spz*-Komplex gebildet werden. Besetzte 
Toll-Rezeptoren werden durch Endozytose internalisiert (Lund, DeLotto et al. 2010) und nach 
„Recycling“ wieder in die, dem Perivitellinspalt zugewandte, Membran integriert. Die 
Haupteigenschaften der in diesem postulierten Modell benötigten Faktoren beruhen auf den 
tatsächlichen, biochemischen Eigenschaften der Moleküle. 
Weitere wichtige Voraussetzung für die Musterbildung sind, dass C-Spz nicht frei 
diffundieren kann, sondern nur in einem Komplex mit N-Spz und dass die Möglichkeit 
besteht N-Spz zu inaktivieren. Diese Inaktivierung geschieht hauptsächlich im NC-Spz*-
Komplex und somit vorwiegend in der von pipe begrenzten ventralen Domäne – 
möglicherweise durch eine der Proteasen Easter oder Snake – wodurch wiederum aktives  
C-Spz generiert werden kann. 
Die systematische Suche nach den richtigen Werten für die Parameter wie Diffusions-, 
Degradations-, Endozytoseraten usw. sollte eine Lösung des mathematischen Modells 
ergeben, die einen scharfen sowie robusten Gradient der Toll-Aktivierung garantiert.  
Alle konsistenten Lösungen setzen voraus, dass das aktivierende Fragment C-Spz entlang 
der ventralen Mittellinie aktiv konzentriert wird. Der Gradient der Toll-Aktivierung wird somit 
nicht durch eine graduelle Inhibition eines uniform präsenten Liganden, sondern durch die 
Translokation dieses Liganden in das Zentrum der breiten und uniformen 
Produktionsdomäne, etabliert (Haskel-Ittah, Ben-Zvi et al. 2012). Dies entspräche der 
Definition eines Transport- (Shuttling-) Mechanismus (Eldar, Dorfman et al. 2002; Moussian 
and Roth 2005), der beispielsweise auch für die Verteilung von Dpp durch Sog 
nachgewiesen wurde (Eldar, Dorfman et al. 2002; Mizutani, Nie et al. 2005; Shimmi, Umulis 




Die Translokation des aktiven Liganden C-Spz – der nicht frei diffundieren kann - zur 
ventralen Mittellinie des Embryos durch den Inhibitor N-Spz erfordert, dass N-Spz selbst in 
das Zentrum des Musterbildungsfeldes diffundiert. Bedingung hierfür ist die Schaffung eines 
Konzentrationsgefälles durch eine asymmetrische Produktion des Inhibitors in einer, die 
ventrale Mittellinie flankierenden, lateralen Domäne.  
Möglich wird dies, wenn folgende Dynamik der Gradienten-Bildung angenommen wird: 
Anfänglich wird der Toll-Aktivitäts-Gradient durch prozessiertes NC-Spz generiert, dessen 
Form durch einfache Diffusion beschrieben werden kann. In der pipe-Domäne führt die 
Bindung von NC-Spz an Toll zur Dissoziation der Fragmente. Durch die Reassoziation und 
Bildung des inaktiven NC-Spz* wird - ebenfalls in der pipe-Domäne - die Degradation von   
N-Spz möglich. Während C-Spz nicht diffundiert und ventral akkumuliert, sinkt hier 
gleichzeitig die Konzentration von N-Spz. Die Konzentration von C-Spz entlang der Mittellinie 
bedingt, dass NC-Spz nun vorwiegend lateral an den Toll-Rezeptor bindet, wo N-Spz nun 
konzentriert freigesetzt wird und so wiederum das Shuttling von C-Spz ermöglicht.  
Der Dorsal-Gradient kann unter anderem an Hand seiner Steigung (Reeves, Trisnadi et al. 
2012) in zwei unterschiedliche Regionen unterteilt werden. Laut Modell könnte der am 
weitesten ventral gelegen Abschnitt durch das postulierte Shuttling und die Bindung von     
C-Spz an den Toll-Rezeptor gebildet werden, während die ventrolateralen Abschnitte von der 
Aktivität von NC-Spz abhängen.  
Viele postulierte Eigenschaften der in dem theoretischen Shuttling-Modell involvierten 
Moleküle besonders die Reassoziation der Spz-Fragmente und die Bildung eines inaktiven 
NC-Spz*-Komplex konnten in Drosophila S2-Zellen oder in Embryonen über die Analyse der 
Expression verschiedener Markergene indirekt bestätigt werden. Als weitere Tests für die 
Anwendbarkeit des Modells wurde untersucht, ob hiermit die Musterduplikation bei 
Erweiterung des pipe-Expressionsdomäne von 40% auf 80% erklärt werden kann (Morisato 
2001; Moussian and Roth 2005). Auch für diesen Fall wurden Parameter gefunden, die zwei 
Maxima, die durch ein seichtes ventrales Minimum getrennt sind, ergeben. Durch die 
Eigenschaft des ventralen Minimums – die Dorsal-Konzentration in den Kernen liegt nur 
gering unter den twist- oder snail-Schwellenwerten - kann erklärt werden, weshalb in einigen 
Embryonen keine Achsenduplikation sondern eine Verbreiterung der twi- oder sna-
Expressionsdomäne beobachtet werden kann (Morisato 2001; Moussian and Roth 2005). 
Ein großer Kritikpunkt ist, dass das Transport-Modell zwar die Bildung zweier Dorsal-Maxima 
nach Reduktion der Spz-Konzentration simulieren kann, nicht aber nach Erhöhung der 
Spätzle-Menge im Embryo (Morisato 2001). Trotzdem ist dieses Modell das Erste, in 




den zu Grunde liegenden Simulationen berücksichtigt und teilweise auch experimentell 
bestätigt wurden (Haskel-Ittah, Ben-Zvi et al. 2012). 
Neben der Verfehlung die Aufspaltung der Achse nach Erhöhung der Spätzle-Dosis zu 
simulieren, vertragen sich auch die vom self-organized shuttling-Modell vorhergesagten 
Effekte einer uniformen pipe-Expression – die vollständige Lateralisierung der Embryonen - 
nicht mit den tatsächlichen Beobachtungen in Embryonen. 
Laut Transport-Modell bedingt die uniforme pipe-Expression und Spz-Prozessierung, dass 
der Ligand nicht mehr zur ventralen Mittellinie transportiert werden kann und daher eine 
intermediäre Toll-Aktivierung im gesamten Embryo ausgelöst wird. Das einfache 
Diffusionsmodell würde hingegen die Ventralisierung der Embryonen voraussagen (Haskel-
Ittah, Ben-Zvi et al. 2012). 
An Hand der in Kutikula-Phänotypen auftretenden ringförmigen Zähnchenbänder kann zwar 
eine Lateralisierung von Embryos nach Überexpression von pipe bestätigt werden (vgl. Abb. 
3. 19 b-d) (Sen, Goltz et al. 1998), diese erstreckt sich aber nicht auf den gesamten 
Eiumfang, was neben der Präsenz von rhomboid-Transkripten an der Expression von snail 
erkennbar ist (vgl. Abb. 3. 25 und 3. 27). Die in diesen Fällen asymmetrisch – vorwiegend 
ventral – etablierte snail-Expressionsdomäne expandiert bei steigenden Temperaturen nach 
lateral, bis sie sich, oft einhergehend mit dem Verlust der Bilateralsymmetrie, aufspaltet.   
Die Möglichkeit dieses Symmetriebruchs und der Bildung zweier Maxima in einer 
homogenen Umgebung wird in den Simulationen des self-organized shuttling-Modells zwar 
erwähnt, wie und ob diese eventuell pipe-unabhängig erfolgt, wird jedoch nicht weiter 
ausgeführt. 
Kann die Lateralisierung der Embryonen von Haskel-Ittah in Experimenten durch die 
uniforme Expression von rho, vnd oder sog noch bestätigt werden kann, so führt selbst die 
uniforme Expression von pipe mit Cy2-Gal4 bei hohen Temperaturen oder dem noch 
stärkeren Traffic jam-Gal4 Treiber in meinem Fall nur selten zur kompletten Lateralisierung 
(vgl. Abb. 3. 25 und 3. 27). Auch die gezeigte uniforme Expression von Dorsal-GFP auf 
einem intermediären Niveau in der transversen Sektion (Haskel-Ittah, Ben-Zvi et al. 2012) 
muss nicht unbedingt die Situation entlang der gesamten anteriorposterioren Achse 
widerspiegeln. Die Visualisierung der Dorsal-Verteilung mittels Dorsal-Venus lässt einen 
deutlichen Unterschied zwischen dem anterioren und posterioren Gradienten erkennen (vgl. 
Abb. 3. 24), der in transversen Schnitten überhaupt nicht, in der lateralen Aufsicht nur 
schwer (d), dank der Fokussierung auf die Mitte des Embryos aber leicht zu sehen ist (d´).    
Nur bei starker Überexpression von pipe lässt sich tatsächlich eine Lateralisierung, die durch 
eine uniforme rhomboid-Expression reflektiert und das Shuttling-Modell vorhergesagt wird, 




Eventuell wohnt der Eihülle selbst ein polarisierender Faktor inne – möglicherweise bedingt 
die Eiform selbst die Initiierung der Musterbildung auf der ventralen Seite – der erst durch die 
Überproduktion von Spz überwunden werden kann, wie es bei Verwendung des Traffic jam-
Gal4-Treibers oder hohen Temperaturen der Fall ist. Überraschenderweise wird in diesen 
Fällen snail entweder in einem Ring im posterioren Drittel (vgl. Abb. 3. 26) oder sogar an 
beiden embryonalen Polen exprimiert (vgl. Abb. 3. 27). Ob dies wiederum durch eine 
Drehung der DV-Achse um 90°C in eine Ebene mit der AP-Achse und der für die DV-Achse 
zuständigen Musterbildungsprozesse zu erklären ist, kann nur durch die Visualisierung des 
Dorsal-Gradienten genauer bestimmt werden.  
Um die Dynamik des Dorsal-Gradienten in Nachkommen von pipe-mutanten Müttern und 
nach uniformer Überexpression zu analysieren, muss Dorsal-Venus auf die Chromosomen, 
welche die UASpipST2pipC14 oder UASpipST2pip684 -Insertion tragen, rekombiniert werden. Dies 
böte die Gelegenheit, neben der Etablierung des Dorsal-Gradienten im WT außerdem 
dessen Formation abhängig von der pipe-Expressionsstärke oder der Größe und Position 
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Abbildung A 2: Darstellung der vorhergesagten pipe 3´-UTR bindenden microRNA-Kandidaten 
nach Abfrage der MICROCOSM (EMBL-EBI)-Datenbank Für die sechs microRNAs, die an die 3´-
UTR von pipe binden könnten, werden Score, Energy und verschiedene P-values angegeben. Der 
Score setzt sich aus der Summe verschiedener Scores zusammen, die für Komplementarität, Mis-
matches und Gaps vergeben werden. Die Energy ist ein Maß für die thermodynamische Stabilität der 
miRNA:RNA-Duplex. Base P ist auf der Grundlage der Verteilungsparameter abhängig vom 
genomischen Hintergrund der mirRanda-Scores berechnet. Poisson  P gibt die Wahrscheinlichkeit an, 
dass ein einzelnes Transkript mehr als einen signifikanten Treffer (Bindestelle) enthält. Org P gibt die 
Wahrscheinlichkeit an, dass eine microRNA-Familie auch Transkripte weiterer Spezies einer 
orthologen Gruppe bindet. Zudem wird ein Alignment der microRNA mit der Ziel-Sequenz samt Start- 
und Endpositionen innerhalb der 3´-UTR angezeigt.  
 
Im Gegensatz zu den sieben in MICROCOSM aufgeführten microRNAs wurden in der 
TargetScanFly-Datenbank nur vier microRNAs, die an fünf Positionen innerhalb der pipe 3´-
UTR binden können aufgeführt (Abbildung A 3). Zudem sind diese alle nur als schwach 
konserviert klassifiziert. Die miRNA mir-283 ist auch in der MICROCOSM-Datenbank als 
pipe-3´-UTR bindender Kandidat präsent, während mir-190, mir-1013 und mir-979 nur von 
TargetScanFly aufgeführt werden. Zudem war zum Zeitpunkt der Abfrage für letztere drei 
noch kein Transkript annotiert, sodass diese microRNAs nicht für detailliertere 







Abbildung A 3: Darstellung der vorhergesagten pipe 3´-UTR bindenden microRNA-Kandidaten 
nach Abfrage der TargetScanFly-Datenbank (Version 5.1) Für TargetScanFly 5 und 6 sind alle 
miRNAs als konserviert klassifiziert, die bis hin zur Untergattung Sophophora konserviert sind, und 
eine branch length von mindestens 3.16 (60% der gesamten branch length) aufweisen. Die vier 
miRNA-Kandidaten respektive deren Bindestellen in der pipe-3´-UTR sind auf Grund dieser Parameter 
als schwach konserviert eingestuft. Der seed match gibt die Bindungseigenschaften der seed-
Sequenz an. 7mer-m8 bezeichnet die exakte  Komplementarität der Positionen 2-8 der reifen miRNA, 
während 7mer-1A die exakte Komplementarität der Positionen 2-7 der reifen miRNA gefolgt von 
einem A angibt. Die Positionen dieser Paarungen der miRNA-seeds mit UTR-Sequenz sind ebenfalls 
für alle miRNAs angegeben.  
 
Die von PicTar vorhergesagten Kandidaten mir-11, mir-283 und mir-289 und mir-315 binden 
die 3´-UTR laut dieses Algorithmus bis auf mir-11 nur mit einer geringen Wahrscheinlichkeit 
(Abbildung A 4).  Da aber mir-283 und mir-315 durch noch mindestens einen anderen 
Algorithmus als pipe-3´-UTR bindend vorhergesagt wurden, wurden diese ebenfalls als 
mögliche Kandidaten, die an der Regulation der pipe-mRNA Translation und Stabilität 







Abbildung A 4: Darstellung des vorhergesagten pipe 3´-UTR bindenden microRNA-Kandidaten 
mir-11 nach Abfrage der PicTar-Datenbank Von den vier microRNAs, auf der PicTar-Datenbank 
aufgeführt wurden, ist die Datenausgabe als Beispiel für mir-11 dargestellt. Zu den seed matches 
(gelb unterlegt) in der 3´-UTR ist die Struktur der vorhergesagten miRNA:RNA Duplex dargestellt. 
Außerdem sind die freie Energie sowie die PicTar scores (Grun, Wang et al. 2005) für verschiedene 
Drosophiliden angegeben.  
 
Um eine mögliche Beteiligung der verschiedenen miRNAs an der post-transkriptionellen 
Regulation von pipe zu untersuchen, wurde deren Expression im Follikelepithel mittels in 
situ-Hybridisierung nachgewiesen. Abbildung A 4 zeigt die Expressionsmuster von mir-11 
und mir-315 in Embryonen, die zwar als potentielle Kandidaten vorhergesagt waren, deren 
Expression im Follikelepithel aber nicht nachgewiesen werden konnte. 
 
Abbildung A 5: Expression von mir-11 und mir-315 in Embryonen in-situ-Hybridisierung mit 
Digoxigenin-gekoppelten Sonden zur Visualisierung der Transkripte von mir-11 und mir-315 in 










Reporterexpression nach Verschiebung des Motiv B 
 
Das Repressorelement Motiv B ist notwendig für die dorsale Repression von pipe. Die 
Deletion dieses cis-regulatorischen Elements, welches vom Transkriptionsfaktor Mirror 
gebunden werden kann, führt zu einer Expansion der pipe-Expression im Follikelepithel.  
Obwohl die Notwendigkeit dieses Elements für die transkriptionelle Regulation von pipe 
nachgewiesen ist, kann nicht darauf geschlossen werden, dass es auch ausreicht, um die 
dorsale Repression von pipe zu vermitteln.  
Um dies zu testen, wurde das Repressorelement Motiv B aus seiner ursprünglichen Position 
im pipe-Promotor deletiert und an andere Stellen wieder integriert. Zudem wurde auch die 
Orientierung verändert. Die anschließend zu beobachtende ausbleibende dorsale 
Repression des LacZ-Reporters im Follikelepithel transgener Fliegen deutet darauf hin, dass 
diese Repressorelement nicht alleine für die dorsale Repression von pipe verantwortlich ist. 
Diese Erkenntnisse werden durch die Ergebnisse der in Abschnitt 3.4.3 beschriebenen 
Zellkultur-Experimente bestätigt. 
 
Abbildung A 6: Übersicht über die analysierten pipe-Promotor-Konstrukte sowie die 
Expressionsmuster Lateralansicht von Eikammern im Stadium 10 A, die mit dem anterioren Ende 
nach links sowie der dorsalen Seite nach oben orientiert sind. Die erste Spalte zeigt jeweils das durch 
eine anti-β-Gal Antikörperfärbung sichtbar gemachte Expressionsmuster des Reportergens unter 
Kontrolle der links schematisierten Promotorkonstrukte. Die zweite Spalte zeigt an Hand einer DAPI-
Färbung die Unversehrtheit des Follikelepithels. Die dritte Spalte zeigt an Hand von Normarski-





Detaillierte Aufführung der Ergebnisse der pipe-Promotoranalyse 
 
Der konservierte Sequenzabschnitt von -1135 bis -985 bp, welcher wahrscheinlich alle 
notwendigen regulatorischen Elemente für die korrekte pipe-Expression beherbergt, wurde 
mit verschiedenen Programmen auf die Präsenz bekannter TFBS untersucht. In Tabelle A 1 
sind alle möglichen TFBS, die von den Programmen Promo, STAMP und Motif Search (Cut 
off Score 70) angezeigt wurden, aufgelistet. Zudem wurde die Expression der potentiell 
zugehörigen Transkriptionsfaktoren in Ovarien und dem Follikelepithel durch Abgleich mit 
den auf FlyBase zu Verfügung stehenden modENCODE-Daten angegeben (Graveley, 
Brooks et al. 2011). Außerdem ist eine mögliche EGFR-abhängige Regulation aufgeführt. 
Tabelle A 1: Ergebnisse der TFBS-Datenbanken-Abfragen (zusätzlich sind die modENCODE-
Expressionsdaten und die potentielle EGF-abhängige Regulation der TFs angegeben) 
Transkriptions-
faktor 
Promo Motif Search 
Score 85 
Score 70 




Hb X X X high/no MAPK target 
Dfd X  extremly low 
Ftz X  extremly low 
Dorsal X X X moderate 
GCM X X very low 
Mad X very high 
Eve X  X extremly low 
Zen-1 X X very low 
tll X X very low 
E74A/Elf-1 X X very low 
croc X X no 
BR-C X X low 
Ttk X moderate 
Dref X moderate 
Aef1 X very low 
TFAM/HMG/cic   X moderate Cic down-reg. by 
Ras 
bin  X extremly low 
DTF-1 X ? 
DSXF X very low 
DSXM X very low 
Prd X very low 
Kr X very low 





STAT X very high 
Hairy X moderate 
Zeste X moderate 
Bcd X very high substrate of MAPK 
Snail X X no 
Abd-B X X no 
CF1/usb X moderate 
Cf-2 X moderately high/yes 
sd X moderate 
BEAF-32 X very high 
slbo X extremly low 
Gsb-n/gsb X very low 
dl-A   X moderate  
brk   X yes  
pho   X no  
Hsf   X high  
SuH   X moderate  
 
Die Absenkung des Cut off Scores im Programm Motif Search führte zwar zu einer Erhöhung 
der Zahl der TFBS-Vorhersagen, im Gegenzug sinkt aber die Wahrscheinlichkeit einer 
korrekten Vorhersage. 
 
Vergleich der Expressionstärke der Treiberlinien Cy2- und Traffic jam-Gal4 
 
Die uniforme Expression von pipe im Follikelepithel erfolgt mit zwei unterschiedlichen Gal4-
Treiberlinien. Um den Einfluss unterschiedlicher pipe-Konzentrationen auf die dorsoventrale 
Achsenbildung zu untersuchen, wurde die schwache Cy2-Gal4 sowie die starke Traffic jam-
Gal4 Linie bei verschiedenen Temperaturen verwendet. Zur Abschätzung wie sehr sich die 
Expressionslevels unterscheiden, wurde neben dem Nachweis der pipe-mRNA im 
Follikelepithel (vgl. Abb. 3. 22) stellvertretend die UAS-GFP-Expression mittels Western Blot 
und einer densiometrischen Analyse abgeschätzt. 
Hier zeigte sich, dass die Verwendung der Traffic jam-Gal4-Linie im Vergleich zur Cy2-Gal4-
Treiberlinie zu einer 2-3 fachen Erhöhung der Proteinexpression im Follikelepithel führt (vgl. 
Abbildung A 7). Die Abschätzung der relativen Proteinexpression bei verschiedenen 
Temperaturen ist nicht möglich, da die Entwicklung der Individuen unterschiedlich schnell 





verhindert einen Vergleich der Proteinlevels, da nicht garantiert werden kann, dass in allen 
Fällen die Analyse in ähnliche Entwicklungsstadien stattfindet. 
 
Abbildung A 7: Western Blot und densiometrische Abschätzung der GFP-Expression in 
Ovarien zum Vergleich der Expressionsstärke verschiedener Gal4-Treiberlinien bei 
unterschiedlichen Temperaturen (a) Proteinextrakte aus homogenisierten Ovarien von Fliegen, in 
deren Follikelepithel UAS-GFP mit Hilfe der Treiberlinien Cy2-Gal4 oder Traffic jam-Gal4 bei 
verschiedenen Temperaturen überexprimiert wurde, wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. GFP   
(27 kDa) wurde mit einem monoklonalen Antikörper detektiert. Als Ladekontrolle wurde β-Actin 
verwendet. (b) Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der densiometrischen Quantifizierung der 







Die Polarität der dorsoventralen (DV-) Achse in Drosophila melanogaster wird schon wäh-
rend der Oogenese festgelegt. Im Bereich des am anterioren Kortex lokalisierten Oozyten-
kerns wird der EGFR-Ligand Gurken in den Perivitellinspalt (PVS) sezerniert und aktiviert 
den EGF-Signalweg in umliegenden Follikelzellen. In diesen, nun als dorsal determinierten, 
Zellen wird ein Transkriptionsfaktor (TF) aktiviert, der die Expression von pipe auf den ven-
tralen Bereich der Eikammer beschränkt. Die dorsale Repression wird von dem Repressor-
element Motiv B vermittelt, das innerhalb des 1,5 kb langen essentiellen pipe-Promotors 
liegt. Unter Kontrolle dieses Promotors wurde ein EGFP-Pipe-Fusionsprotein exprimiert, mit 
dem die Präsenz des Pipe-Proteins in ventralen Follikelzellen und dessen subzelluläre Loka-
lisation im Golgi-Kompartiment visualisiert werden konnte. Außerdem konnte mit diesem 
Konstrukt gezeigt werden, dass die Deletion des Motiv B oder weiterer Promotorsequenzen 
(Motiv 69) nicht zur vollständigen Derepression von pipe führt. Durch Reportergenanalysen 
in Drosophila Schneider 2-Zellkulturen und in vivo wurde auch verifiziert, dass Motiv B oder 
dessen Erweiterung Motiv 69 allein nicht ausreichen die dorsale pipe-Repression zu 
vermitteln. Im pipe-Promotor konnten noch weitere stark konservierte Sequenzen, die 
möglicherweise als zusätzliche Repressorelemente dienen, identifiziert werden. Deren 
Funktion wurde aber noch nicht untersucht. Stattdessen wurde geprüft, ob die unvollständige 
Derepression von pipe durch post-transkriptionelle Regulation bedingt wird. Zwar führte die 
Deletion potentieller Bindestellen für microRNAs zu einer Erhöhung der EGFP-Pipe-
Expression, dessen räumliche Verteilung in Eikammern wurde dadurch aber nicht verändert.  
Mittels DNA-Affinitätschromatographie, Promotoranalysen sowie RNAi-Experimenten wurde 
versucht den Transkriptionsfaktor zu finden, der die identifizierten Repressorelemente bindet. 
Ein ETS-verwandtes Gen wurde als potentieller Regulator des pipe-Repressors ausgemacht, 
der Repressor selbst konnte aber nicht identifiziert werden. Inzwischen ist Mirror von zwei 
Arbeitsgruppen parallel als EGF-abhängiger transkriptioneller Repressor von pipe bestätigt 
worden.  
Die auf die ventralen 40% der Follikelzellen begrenzte Expression von pipe führt zur asym-
metrischen Modifikation von Komponenten der Eihülle wie dem Vitelline membrane-like 
(VML) Protein. Hierdurch wird die proteolytische Aktivierung des Toll-Liganden Spätzle 
ventral initiiert. Die lokale Produktion und Diffusion von aktiviertem Spätzle etabliert den 
intranukleären Dorsal-Gradienten im Embryo. Durch die Analyse ektopischer VML-RFP 
markierter pipe-exprimierender Klone wurde bestätigt, dass der Dorsal-Gradienten von der 
Diffusion eines Faktors im PVS abhängt und durch laterale Inhibition etabliert und stabilisiert 





deutet darauf hin, dass neben der notwendigen enzymatischen Funktion von pipe ein 





Polarity of the dorsoventral axis in Drosophila melanogaster is already determined during 
oogenesis. Grk protein is secreted into the perivitelline space in a region nearby the oocyte 
nucleus which is positioned at the anterior-dorsal cortex of the oocyte. Activated EGF-
signaling in adjacent follicle cells induces them to adopt a dorsal fate. They express an EGF-
dependent transcription factor which represses pipe and thus restricts pipe transcription to 
the ventral part of the egg chamber. Repression of pipe is mediated by a repressor element 
called Motif B, which is found in the 1.5 kb region essential for pipe expression. Using this 
promoter, an EGFP-Pipe fusion protein was expressed to visualize the presence of Pipe 
protein in ventral follicle cells and the Golgi compartment. Furthermore, this construct was 
used to show that neither the deletion of Motif B nor of Motif 69 resulted in complete 
derepression of pipe. Reporter gene assays in Drosophila Schneider 2 cell culture and in 
vivo analysis revealed that neither Motif B nor its extended version Motif 69 alone are 
sufficient to mediate dorsal pipe repression. In agreement with these findings, highly 
conserved sequences were identified outside the region harboring Motif B and Motif 69, 
which could serve as additional repressor elements. Their function has not been analyzed. 
However, we investigated whether the incomplete derepression of pipe is due to post-
transcriptional regulation. Although the deletion of potential binding sites for microRNAs led 
to increased EGFP-Pipe expression, the spatial distribution was not altered in egg chambers. 
DNA affinity chromatography, promoter analysis, and RNAi experiments were performed to 
isolate a transcription factor (TF), which binds the cis-regulatory element. While no candidate 
TFs were found using bioinformatics or biochemistry, in vivo studies showed that one of the 
ETS-related genes might act as a potential regulator of a pipe repressor. Recently, two labs 
independently identified Mirror as an EGF-dependent transcriptional repressor of pipe. 
Finally, asymmetric expression of pipe in the ventral-most 40% of follicle cells leads to an 
enzymatic modification of eggshell components, including Vitelline membrane-like (VML) 
protein. This defines the region where the Toll ligand Spätzle is proteolytically activated. 
Subsequent diffusion of activated Spätzle establishes the embryonic Dorsal gradient. 
Analysis of ectopic pipe clones marked with VML-RFP show that establishment and 
stabilization of the gradient depends on lateral inhibition and on diffusion of a factor which 
derives from the perivitelline space. Due to the fact that even uniform pipe expression allows 
the establishment of DV polarity, it is very likely that, in addition to Pipe´s enzymatic function, 
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